Morphologische und molekularbiologische Veränderungen der Skelettmuskulatur beim experimentellen Fibromyalgie-Mausmodell by Then, Hanna
 
 
Aus dem Institut für Anatomie und Zellbiologie 
Abteilung Medizinische Zellbiologie 
Direktor: Prof. Dr. Ralf Kinscherf 








Morphologische und molekularbiologische 





Inauguraldissertation zur Erlangung des Doktorgrades 
der gesamten Humanmedizin  







































Angenommen vom Fachbereich Medizin der Philipps-Universität Marburg am: 15.05.2017 
 
Gedruckt mit Genehmigung des Fachbereichs. 
 
Dekan: Herr Prof. Dr. H. Schäfer 
Referent: Herr Prof. Dr. R. Kinscherf 
















Abkürzungsverzeichnis ................................................................................................................ VII 
Abbildungsverzeichnis ................................................................................................................. XII 
Tabellenverzeichnis .................................................................................................................... XIV 
1 Einleitung ............................................................................................................................... 1 
1.1 Fibromyalgie-Syndrom: Definition und Epidemiologie ................................................. 1 
1.2 FMS: Diagnosestellung .................................................................................................. 1 
1.3 FMS: Hypothesen zur Ätiologie ..................................................................................... 2 
1.4 Angiogenese .................................................................................................................. 5 
1.4.1 Allgemeines ........................................................................................................... 5 
1.4.2 Vaskuläre endotheliale Wachstumsfaktor-Familie ............................................... 5 
1.4.3 “Suppressor of Cytokine Signaling (Socs)”-Familie ............................................... 8 
1.4.4 Der Notch-Signaltransduktionsweg .................................................................... 10 
1.4.5 Zusammenhang der untersuchten Angiogenese-Faktoren ................................. 12 
1.5 Atrophie....................................................................................................................... 13 
1.5.1 Allgemeines ......................................................................................................... 13 
1.5.2 Familie der Muskel-spezifischen RING-Finger-Proteine (MuRF) ......................... 16 
1.5.3 Fbxo32 ................................................................................................................. 17 
1.6 Apoptose ..................................................................................................................... 19 
1.6.1 Allgemeines ......................................................................................................... 19 
1.6.2 Signalwege während der Apoptose .................................................................... 19 
1.6.2.1 Intrinsischer Signalweg .................................................................................... 19 
1.6.2.2 Extrinsischer Signalweg ................................................................................... 20 
1.6.3 Bcl-2 (B-cell lymphoma 2)-Familie ....................................................................... 21 
1.6.4 Caspase-3 ............................................................................................................ 22 
1.7 Entzündung ................................................................................................................. 23 
1.7.1 Allgemeines ......................................................................................................... 23 
1.7.2 Interleukin 1 β (IL-1β) .......................................................................................... 23 
1.7.3 Makrophagen-migrationsinhibierender Faktor (MIF) ......................................... 24 
1.7.4 Interleukin-6 (IL-6) ............................................................................................... 26 
1.7.5 Cyclooxygenase-2 (COX-2) .................................................................................. 28 
1.7.6 Tumornekrosefaktor (TNF) .................................................................................. 30 
1.8 Mitochondrien............................................................................................................. 31 
   Inhaltsverzeichnis | IV 
 
 
1.9 Ziele und Fragestellung der Arbeit .............................................................................. 34 
2 Material und Methoden ...................................................................................................... 35 
2.1 Material ....................................................................................................................... 35 
2.1.1 Geräte .................................................................................................................. 35 
2.1.2 Verbrauchsmaterialien ........................................................................................ 36 
2.1.3 Reagenzien und Substanzen ................................................................................ 36 
2.1.4 Verwendete Kits .................................................................................................. 38 
2.1.5 Antikörper ........................................................................................................... 39 
2.1.6 Primer .................................................................................................................. 40 
2.1.7 Software .............................................................................................................. 41 
2.2 Methoden .................................................................................................................... 42 
2.2.1 Intermittierender Kältestress (ICS)-Mausmodell ................................................ 42 
2.2.2 Materialgewinnung und Materialvorbereitung .................................................. 42 
2.2.3 Färbungen ........................................................................................................... 44 
2.2.3.1 Übersichtsfärbung mit Hämatoxylin/Eosin ..................................................... 44 
2.2.3.2 Kapillarfärbung mit Lectin von Bandeiraea simplicifolia (Isolectin B4)............ 45 
2.2.3.3 ATPase-Färbung............................................................................................... 46 
2.2.3.4 Perjodsäure-Schiff-Reaktion-Färbung ............................................................. 48 
2.2.3.5 α-Bungarotoxin-Färbung ................................................................................. 49 
2.2.3.6 Immunhistochemische Einfachfärbungen....................................................... 51 
2.2.3.7 Immunhistochemische Doppelfärbungen ....................................................... 53 
2.2.4 Molekularbiologische Analyse der Muskelbiopsieproben .................................. 55 
2.2.4.1 Übersicht ......................................................................................................... 55 
2.2.4.2 Extraktion der RNA .......................................................................................... 55 
2.2.4.3 Reverse Transkriptase-Reaktion ...................................................................... 58 
2.2.4.4 Quantitative Polymerasekettenreaktion (qPCR) ............................................. 60 
2.2.5 Elektronenmikroskopie ....................................................................................... 62 
2.2.5.1 Übersicht ......................................................................................................... 62 
2.2.5.2 Einbettung der Muskelproben ........................................................................ 62 
2.2.5.3 Anfertigung der Ultradünnschnitte, Kontrastierung und Bildaufnahme ........ 64 
2.2.6 Auswertungen ..................................................................................................... 65 
2.2.6.1 Färbungen ....................................................................................................... 65 
2.2.6.2 Molekularbiologische Analyse der Muskelbiopsieproben .............................. 71 
2.2.6.3 Elektronenmikroskopie ................................................................................... 71 
2.2.6.4 Statistische Analyse, Berechnung und Visualisierung der Ergebnisse ............ 72 
   Inhaltsverzeichnis | V 
 
 
3 Ergebnisse ........................................................................................................................... 73 
3.1 Gewicht der Mäuse ..................................................................................................... 73 
3.2 Ergebnisse der Untersuchungen des M. gastrocnemius ............................................. 73 
3.2.1 Untersuchung der Kapillarisierung und Angiogenese ......................................... 73 
3.2.2 Bestimmung der mittleren Faserdichte, der mittleren Faserfläche und der 
Fasertypkomposition ........................................................................................................... 76 
3.2.3 Ergebnisse der PAS-Färbung ............................................................................... 78 
3.2.4 Wirkung von ICS auf inflammatorische Parameter ............................................. 78 
3.2.4.1 IL-1β ................................................................................................................. 78 
3.2.4.2 Cyclooxygenase 2 ............................................................................................ 79 
3.2.4.3 MIF................................................................................................................... 79 
3.2.4.4 CD68 ................................................................................................................ 80 
3.2.4.5 IL-6 und TNF .................................................................................................... 80 
3.2.5 Wirkung von ICS auf Atrophie-relevante Marker ................................................ 81 
3.2.5.1 MuRF1 ............................................................................................................. 81 
3.2.5.2 Fbxo32 ............................................................................................................. 84 
3.2.6 Korrelationen zwischen der Dichte an MIF+-, CD68+-, IL-1β+-, MuRF1+- bzw. 
Fbxo32+-Zellen, Muskelfaserdichte, Muskelfaserquerschnittsfläche oder Kapillarkontakte 
pro Muskelfaser im M. gastrocnemius................................................................................ 86 
3.2.7 Wirkung von ICS auf Apoptose-relevante Gene .................................................. 87 
3.2.8 Einfluss von ICS auf die Innervation .................................................................... 88 
3.2.9 Analyse der Mitochondrien ................................................................................. 90 
3.2.9.1 Anzahl und Größe der Mitochondrien ............................................................ 90 
3.2.9.2 Bewertung der Morphologie der Mitochondrien ........................................... 91 
3.2.9.3 Superoxiddismutase 2 (Sod2) .......................................................................... 93 
3.3 Ergebnisse der Untersuchungen des M. soleus .......................................................... 94 
3.3.1 Untersuchung der Kapillarisierung und Angiogenese ......................................... 94 
3.3.2 Bestimmung der mittleren Faserdichte, der mittleren Faserfläche und der 
Fasertypkomposition ........................................................................................................... 97 
3.3.3 Ergebnisse der PAS-Färbung ............................................................................. 100 
3.3.4 Wirkung von ICS auf inflammatorische Parameter ........................................... 100 
3.3.4.1 IL-1β ............................................................................................................... 100 
3.3.4.2 Cyclooxygenase 2 .......................................................................................... 101 
3.3.4.3 MIF................................................................................................................. 102 
3.3.4.4 CD68 .............................................................................................................. 103 
3.3.4.5 IL-6 und TNF .................................................................................................. 103 
   Inhaltsverzeichnis | VI 
 
 
3.3.5 Wirkung von ICS auf Atrophie-relevante Marker .............................................. 104 
3.3.5.1 MuRF1 ........................................................................................................... 104 
3.3.5.2 Fbxo32 ........................................................................................................... 107 
3.3.6 Korrelationen zwischen der Dichte an MIF+-, CD68+-, IL-1β+-, MuRF1+- bzw. 
Fbxo32+-Zellen, Muskelfaserdichte, Muskelfaserquerschnittsfläche oder Kapillarkontakte 
pro Muskelfaser im M. soleus ........................................................................................... 109 
3.3.7 Wirkung von ICS auf Apoptose-relevante Marker ............................................ 110 
3.3.8 Einfluss von ICS auf die Innervation .................................................................. 111 
3.3.9 Analyse der Mitochondrien ............................................................................... 112 
3.3.9.1 Untersuchung von Anzahl und Größe der Mitochondrien ............................ 112 
3.3.9.2 Bewertung der Morphologie der Mitochondrien ......................................... 114 
3.3.9.3 Superoxiddismutase 2 (Sod2) ........................................................................ 115 
4 Diskussion .......................................................................................................................... 117 
4.1 Intermittierender Kältestress (ICS)-Mausmodell ...................................................... 117 
4.2 Faserdichte, Faserfläche und Fasertypkomposition ................................................. 118 
4.3 Angiogenese .............................................................................................................. 120 
4.4 Inflammation ............................................................................................................. 123 
4.4.1 IL-1β ................................................................................................................... 123 
4.4.2 COX-2 ................................................................................................................. 124 
4.4.3 MIF..................................................................................................................... 124 
4.4.4 CD68 .................................................................................................................. 125 
4.4.5 IL-6 ..................................................................................................................... 125 
4.4.6 TNF .................................................................................................................... 127 
4.5 Atrophie und Apoptose ............................................................................................. 128 
4.6 Innervation ................................................................................................................ 130 
4.7 Korrelationen zwischen der Dichte an MIF+- ,CD68+- ,IL-1β+-, MuRF1+- bzw. Fbxo32+-
Zellen, Muskelfaserdichte, Muskelfaserquerschnittsfläche oder Kapillarkontakten ........... 130 
4.8 Mitochondrien........................................................................................................... 132 
5 Zusammenfassung ............................................................................................................. 136 
6 Summary ........................................................................................................................... 139 
Anhangsverzeichnis .................................................................................................................... XVI 
Anhang ..................................................................................................................................... XVIII 
Literaturverzeichnis ................................................................................................................... XLV 
Eigene Publikationen ................................................................................................................ XCVI 
Verzeichnis der akademischen Lehrer .................................................................................... XCVII 
Danksagung ............................................................................................................................ XCVIII








A. dest.  Aqua destillata- destilliertes Wasser 
ACR American College of Rheumatology 
Actb Beta-Aktin 
ADAM A Disintegrin And Metalloproteinase- ein Disintegrin und Metallopro-
teinase 
ADP Adenosindiphophat 
Apaf-1 Apoptotic protease activating factor 1 
ATP Adenosintriphosphat 
AWMF Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen Medizinischen Fachgesell-
schaften 
Bak Bcl-2-antagonist/killer-1 
Bax Bcl-2 associated X protein 
Bcl-2 B-cell lymphoma 2 
BH3 Bcl-2 homology 3 
Bid BH3 interacting-domain-death agonist 
Bik Bcl-2-interacting killer 
Bim Bcl-2-interacting mediator of cell death 
bp Basenpaare 
BSI-B4 Bandeiraea simplicifolia Isolectin B4 
CaCl2 Calciumchlorid 
CAD Caspase activated DNase 
Casp3 Caspase-3 
Caspase Cysteinyl-aspartate specific protease 
CD Cluster of differentiation 
cDNA Complementary deoxyribonucleic acid- komplementäre Desoxyribo-
nukleinsäure 
Chrna1 Cholinergic receptor, nicotinic, α polypeptide 1- Nikotinerger Acetylcho-
linrezeptor, alpha 1 
CIS Cytokine-inducible SH2-containing protein 
CoCl2 Cobaltdichlorid, Cobalt(II)-chlorid 
COX Cyclooxygenase 
Ct Threshold cycle 
DAB Diaminobenzidin 
DBA 2-Dodecenyl-Bernsteinsäureanhydrid 
Dll-1-4 Delta-like proteins 1-4 
DNA Deoxyribonucleic acid- Desoxyribonukleinsäure 






EDTA Ethylene diamine tetraacetic acid- Ethylendiamintetraessigsäure 
EGF Epidermal growth factor- epidermaler Wachstumsfaktor  
eIF3-f Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit F 
ERK Extracellular signal-regulated kinases 
Fbxo32 F-box only protein 32 
FCSA Fiber cross sectional area- Faserquerschnittsfläche 
FERM 4.1 protein, ezrin, radixin, moesin 
Flk1 Fetal liver kinase-1 
Flt1 Fms-like tyrosine kinase 1 
Flt4 Fms-related tyrosine kinase 4 
FM Fibromyalgia- Fibromyalgie 
FMS Fibromyalgie-Syndrom 
FOXO Forkhead-Box-Proteine der Subklasse O 
g Gramm 
Gapdh Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 
GAS Interferon-gamma activated site 




HECT Homology to E6AP C terminus 
HE-Färbung Hämatoxylin-Eosin-Färbung 
HES Hairy and enhancer of split 
HEY Hairy/enhancer-of-split related with YRPW motif 
HIF-1 Hypoxia-inducible factor-1 – Hypoxie-induzierter Faktor 1 
HRE Hypoxia-responsible element – Hypoxie-responsives Element 
IAP Inhibitor of apoptosis proteins 
ICAD Inhibitor of caspase-activated DNase 
ICAM-1 Intercellular adhesion molecule 1 
ICE IL-1β-converting enzyme 
IHC Immunhistochemie 
ICS Intermittent cold stress- intermittierender Kältestress 
IFN-γ Interferon-γ 







   Abkürzungsverzeichnis | IX 
 
 







M.  Musculus- Muskel 
MAFbx Muscle Atrophy F-box 
MAP Mitogen-activated protein 
MgCl2 Magnesiumchlorid 
MIF Makrophagen-migrationsinhibierender Faktor 







MPC Mitochondrial pyruvate carrier - mitochondrialer Pyruvatträger 
mRNA Messenger RNA– Boten-RNA 
mTOR Mammalian target of rapamycin 
MuRF1 Muscle ring finger 1 
n normal 
NaOH Natronlauge 
NF-κB  Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells 
NICD Notch intracellular domain 
nm Nanometer 
NRP Neuropilin 
NSS Normales Schweineserum 
OsO4 Osmiumtetroxid, Osmium(VIII)-oxid 
PAS Periodic acid- Schiff reaction - Perjodsäure-Schiff-Reaktion 
PBMC Peripheral blood mononuclear cell – mononukleäre Zellen des peripheren 
Blutes 
PBS Phosphat Buffered Saline- phosphatgepufferte Kochsalzlösung 
PEST Prolin, Glutamat, Serin, Threonin 
PFA Paraformaldehyd 
PGD2 Prostaglandin D2 
PGE2 Prostaglandin E2 
PGF2α Prostaglandin F2α 
PGG2 Prostaglandin G2 
PGH2 Prostaglandin H2 
PGI2 Prostaglandin I2 
   Abkürzungsverzeichnis | X 
 
 
PI3K Phosphatidylinositol 3-kinase 
PI3K/AKT/mTOR Phosphatidylinositol 3-kinase/Akt/mammalian target of rapamycin 
PIGF Placental Growth Factor – plazentarer Wachstumsfaktor 
POD Peroxidase 
PPAR Peroxisome proliferator-activated receptor- Peroxisom-Proliferator-
aktivierte Rezeptor 
qRT-PCR Quantitative Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction- quantita-
tive Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion 
RBPJκ Recombination Signal Binding Protein For Immunoglobulin Kappa J 
RBR Ring-between-Ring 
Rbx1 RING-box protein 1 
RIN RNA Integrity number- RNA-Integritätsnummer 
RING Really interesting new gene 
RNA Ribonucleic acid- Riboneukleinsäure  
RNase Ribonuklease 
ROS Reactive oxygen species- reaktive Sauerstoffspezies 
ROX 6-Carboxy-X-Rhodamin 
Rpl32 Ribosomal protein L32 
RT Reverse Transkriptase 
s Sekunde 
S6K1 Ribosomal protein S6 kinase 1 
SCF Skp, Cullin, F-box protein 
SEM Standard Error of the Mean- Standardfehler des Mittelwertes 
SH2 Scr homology 2 
sIL-6-R Soluble IL-6-receptor- löslicher IL-6-Rezeptor 
Skp-1 S-phase kinase-associated protein1 
Smac Second mitochondria-derived activator of caspases 
Socs Supressor of Cytokine Signaling 
Sod2 Superoxiddismutase 2 
STAT Signal Transducers and Activators of Transcription 
t Zeit 
TACE TNF-α Converting Enzyme- TNF-α konvertierendes Enzym 
Taq-Polymerase Thermus aquaticus- Polymerase 
Tbp TATA box binding protein 
TGF-β1 Transforming growth factor beta 1 
TNF Tumornekrosefaktor 
TNFR TNF-Rezeptor 
Tr1 Type 1 regulatory T cells 
Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 
TYK2 Tyrosinkinase 2 
U Unit 
VEGF Vascular Endothelial Growth Factor - vaskulärer endothelialer 
Wachstumsfaktor 








Abbildung 1: Übersicht über die verschiedenen VEGF-Rezeptoren und Liganden ....................... 8 
Abbildung 2: Übersicht über den Notch-Notch-Ligand- Signalweg in Endothelzellen ............... 11 
Abbildung 3: Übersicht über die Interaktionen zwischen dll-4/ Notch und VEGF/VEGFR-2 ...... 13 
Abbildung 4: Substrate der verschiedenen Abbauwege von Muskelproteinen ......................... 15 
Abbildung 5: Übersicht über das Ubiquitin-Proteasom-System ................................................. 15 
Abbildung 6: Übersicht über die an der Fbxo32 vermittelten Muskelatrophie beteiligten 
Faktoren ...................................................................................................................................... 18 
Abbildung 7: Übersicht über den intrinsischen und extrinsischen Signalweg der Apoptose ..... 21 
Abbildung 8: Übersicht der Prostaglandinproduktion durch COX-1 und -2 ................................ 29 
Abbildung 9: Übersicht über den Aufbau eines Mitochondriums .............................................. 32 
Abbildung 10: Behandlungsverlauf der ICS-Tiere. ...................................................................... 42 
Abbildung 11: Übersicht über ein Muskelpräparat. HE-Färbung. ............................................... 44 
Abbildung 12: Übersicht über ein Muskelpräparat. ATPase-Färbung. ....................................... 47 
Abbildung 13: Übersicht über die Vorgehensweise zur molekularbiologischen Analyse der 
Muskelbiopsieproben.................................................................................................................. 55 
Abbildung 14: Messung der Integrität der RNA. ......................................................................... 57 
Abbildung 15: Bestimmung der RNA-Qualität mit Hilfe des Agilent Bioanalyzer 2100. ............. 58 
Abbildung 16: Beispielbilder zur Auswertung der Kapillarisierung in der BSI-B4-Lectin-Färbung.
 ..................................................................................................................................................... 66 
Abbildung 17: Darstellung der verschiedenen Muskelfasertypen im M. soleus mittels ATPase-
Färbung. ...................................................................................................................................... 67 
Abbildung 18: Beispiel der Zuordnung der BSI-B4-Lectin-Färbung zur ATPase-Färbung im M. 
gastrocnemius und im M. soleus. ............................................................................................... 68 
Abbildung 19: Einteilung der Fasern bezüglich des Glykogengehalts anhand der Intensität in 
der PAS-Färbung. ......................................................................................................................... 69 
Abbildung 20: Beispiele der α–Bungarotoxin-Färbung. .............................................................. 69 
Abbildung 21: Morphologische Einteilung der Mitochondrien. ................................................. 72 
Abbildung 22: Tiergewicht. ......................................................................................................... 73 
Abbildung 23: Anzahl der Kapillarkontakte pro Muskelfaser im M. gastrocnemius................... 74 
Abbildung 24: Exemplarische Querschnitte des M. gastrocnemius nach BSI-B4-Lectin-Färbung.
 ..................................................................................................................................................... 75 
Abbildung 25: Relative Expression (qRT-PCR) von Angiogenese-Genen im M. gastrocnemius .. 76 
Abbildung 26: Faserdichte (n/mm²) im M. gastrocnemius. ........................................................ 77 
Abbildung 27: Muskelfaserquerschnittsfläche (in µm²) im M. gastrocnemius. .......................... 78 
Abbildung 28: MIF-Expression im M. gastrocnemius. ................................................................. 80 
Abbildung 29: Relative Expressionen (qRT-PCR) der IL-6- und TNF-Gene im M. gastrocnemius 81 
   Abbildungsverzeichnis | XIII 
 
 
Abbildung 30: MuRF1 im M. gastrocnemius. .............................................................................. 82 
Abbildung 31: Exemplarische Querschnitte des M. gastrocnemius nach Färbung mit anti-
MuRF1-Antikörpern .................................................................................................................... 83 
Abbildung 32: Fbxo32 im M. gastrocnemius. .............................................................................. 84 
Abbildung 33: Exemplarische Querschnitte des M. gastrocnemius nach Färbung mit anti-
Fbxo32-Antikörpern .................................................................................................................... 85 
Abbildung 34: Relative Expression (qRT-PCR) des Chrna1-Gens im M. gastrocnemius .............. 89 
Abbildung 35: Mitochondriendichte (n/µm²) im M. gastrocnemius. ......................................... 90 
Abbildung 36: Mitochondrienquerschnittsfläche (in nm²) im M. gastrocnemius. ..................... 91 
Abbildung 37: Morphologie der Mitochondrien im M. gastrocnemius. ..................................... 92 
Abbildung 38: Exemplarische, elektronenmikroskopische Bilder des M. gastrocnemius zur 
Beurteilung der Morphologie der Mitochondrien ...................................................................... 92 
Abbildung 39: Relative Expression (qRT-PCR) des Sod2-Gens im M. gastrocnemius ................. 93 
Abbildung 40: Anzahl der Kapillarkontakte der verschiedenen Muskelfasertypen im M. soleus.
 ..................................................................................................................................................... 95 
Abbildung 41: Exemplarische Querschnitte des M. soleus nach BSI-B4-Lectin-Färbung. ........... 96 
Abbildung 42: Relative Expression (qRT-PCR) von Angiogenese-Genen im M. soleus ............... 97 
Abbildung 43: Faserdichte (n/mm²) im M. soleus. ..................................................................... 98 
Abbildung 44: Querschnittsfläche pro Muskelfasertyp (in µm²) im M. soleus. .......................... 99 
Abbildung 45: Relative Expression (qRT-PCR) des IL-1β-Gens im M. soleus ............................. 101 
Abbildung 46: COX-2 im M. soleus. ........................................................................................... 102 
Abbildung 47: MIF im M. soleus. ............................................................................................... 103 
Abbildung 48: Relative Expression (qRT-PCR) des IL-6-Gens im M. soleus ............................... 104 
Abbildung 49: MuRF1 im M. soleus. ......................................................................................... 105 
Abbildung 50: Exemplarische Querschnitte des M. soleus nach Färbung mit anti-MuRF1-
Antikörpern ............................................................................................................................... 106 
Abbildung 51: Fbxo32 im M. soleus. ......................................................................................... 107 
Abbildung 52: Exemplarische Querschnitte des M. soleus nach Färbung mit anti-Fbxo32-
Antikörpern ............................................................................................................................... 108 
Abbildung 53: Relative Expression (qRT-PCR) des Chrna1-Gens im M. soleus ......................... 112 
Abbildung 54: Mitochondriendichte (n/µm²) im M. soleus. ..................................................... 113 
Abbildung 55: Mitochondrienquerschnittsfläche (in nm²) im M. soleus. ................................. 113 
Abbildung 56: Morphologie der Mitochondrien im M. soleus. ................................................ 114 
Abbildung 57: Exemplarische, elektronenmikroskopische Bilder des M. soleus zur Beurteilung 
der Morphologie der Mitochondrien ........................................................................................ 115 
Abbildung 58: Relative Expression (qRT-PCR) des Sod2-Gens im M. soleus ............................. 116 
 
Tabellenverzeichnis | XIV 
 
Tabellenverzeichnis 
Tabelle 1: Liste der verwendeten Geräte. ................................................................................... 35 
Tabelle 2: Liste der verwendeten Verbrauchsmaterialien. ......................................................... 36 
Tabelle 3: Liste der verwendeten Reagenzien und Substanzen. ................................................. 36 
Tabelle 4: Liste der verwendeten Kits. ........................................................................................ 38 
Tabelle 5: Liste der verwendeten Primär- und Sekundärantikörper mit den eingesetzten Kon-
zentrationen. ............................................................................................................................... 39 
Tabelle 6: Liste der verwendeten Primer. ................................................................................... 40 
Tabelle 7: Liste der verwendeten Software. ............................................................................... 41 
Tabelle 8: qRT-PCR: Übersicht des Amplifizierungsprogramms. ................................................. 61 
Tabelle 9: Korrelationen zwischen der Dichte MIF+-, CD68+-, IL-1β+-, MuRF1+- bzw. Fbxo32+-
Zellen, Muskelfaserdichte, Muskelfaserquerschnittsfläche oder Kapillarkontakte pro Muskelfa-
ser im M. gastrocnemius männlicher ICS-Tiere. ......................................................................... 86 
Tabelle 10: Korrelationen zwischen der Dichte MIF+-, CD68+, IL-1β+-, MuRF1+- bzw. Fbxo32+-
Zellen, Muskelfaserdichte, Muskelfaserquerschnittsfläche oder Kapillarkontakte pro Muskelfa-
ser im M. gastrocnemius weiblicher ICS-Tiere. ........................................................................... 87 
Tabelle 11: Korrelationen zwischen MIF+-, CD68+, IL-1β+-, MuRF1+- bzw. Fbxo32+-Zellen, Mus-
kelfaserdichte, Muskelfaserquerschnittsfläche oder Kapillarkontakte pro Muskelfaser im M. 
soleus männlicher ICS-Tiere. ..................................................................................................... 109 
Tabelle 12: Korrelationen zwischen MIF+-, CD68+-, IL-1β+-, MuRF1+- bzw. Fbxo32+-Zellen, Mus-
kelfaserdichte, Muskelfaserquerschnittsfläche oder Kapillarkontakte pro Muskelfaser im M. 
soleus weiblicher ICS-Tiere. ...................................................................................................... 110 
 
Einleitung | 1 
 
1 Einleitung 
1.1 Fibromyalgie-Syndrom: Definition und Epidemiologie 
Das Fibromyalgie-Syndrom (FMS) gehört zu den chronischen Schmerzsyndromen, 
dessen Ursache und Pathogenese bis heute weitgehend unklar sind. Auch die 
Diagnosestellung ist häufig schwierig, da die Symptome vielgestaltig sein können.  
So zeigte eine Studie, dass Patienten mit FMS am häufigsten unter Muskelschmerzen 
wechselnder Lokalisation, Rückenschmerzen, Müdigkeit, Gelenkschmerzen 
wechselnder Lokalisation, dem Gefühl, schlecht geschlafen zu haben, 
Morgensteifigkeit und Zerschlagenheit am Morgen leiden (Häuser et al., 2008). Ferner 
ertragen sie auch häufiger Parästhesien, Kopfschmerzen und Ängstlichkeit, seltener 
auch Reizdarmsyndrom, Sicca-Syndrom und Raynaud-Syndrom (Wolfe et al., 1990). 
Typisch ist zudem eine deutlich verminderte Schmerzschwelle gegenüber Druck-, 
Hitze- und Kältereizen (Kosek et al., 1996; Lautenbacher et al., 1994). 
In der Literatur wird eine Prävalenz des FMS in den USA von 2,0 % (3,4 % der Frauen, 
0,5 % der Männer (Wolfe et al., 1995), 1,3 % in Schweden (2,4 % der Frauen, 0,0 % der 
Männer) (Lindell et al., 2000) und 3,3% in Kanada (4,9 % der Frauen, 1,6 % der Männer) 
(White et al., 1999) beschrieben. 
Neben der Präferenz des weiblichen Geschlechts zeigt sich ferner auch eine 
Altersabhängigkeit. So steigt die Prävalanz des FMS mit dem Alter deutlich an und 
beträgt bei Frauen zwischen 70 und 79 Jahren 7,4 % und bei gleichaltrigen Männern 
1,2 % (Wolfe et al., 1995).  
Neben der Alters- und Geschlechtsabhängigkeit besteht auch eine familiäre Häufung 
des FMS (Buskila et al., 1996; Arnold et al., 2004).  
 
1.2 FMS: Diagnosestellung 
In Deutschland ist es derzeit möglich, die klinische Diagnose entweder nach den ACR 
(The American College of Rheumatology)-Kriterien aus dem Jahr 1990 (Wolfe et al., 
1990) (Anhang A-1), die vor allem auch in wissenschaftlichen Untersuchungen 
Einleitung | 2 
 
verwendet werden, nach den vorläufig modifizierten ACR-Kriterien aus dem Jahre 2010 
(Wolfe et al., 2010) (Anhang A-2) oder nach den symptombasierten Kriterien der S3-
Leitlinie zum FMS (AWMF-Kriterien) (Häuser et al., 2010) (Anhang A-3) zu stellen 
(Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen Medizinischen Fachgesellschaften, 2012; 
Eich et al., 2012).  
Nach den ACR-Kriterien von 1990 liegt ein FMS vor, wenn die Schmerzen seit 
mindestens drei Monate vorhanden sind. Sie müssen ferner ausgedehnt sein (engl. 
„widespread pain“). Das heißt, der Schmerz muss zum einen in der rechten als auch in 
der linken Körperhälfte auftreten. Zum anderen muss er oberhalb wie auch unterhalb 
der Taille spürbar sein. Zudem muss auch das Achsenskelett schmerzhaft betroffen 
sein. Zugleich müssen noch elf von 18 sogenannter „Tenderpoints“ bei digitaler 
Palpation mit einem definierten Druck von circa 4 kg schmerzhaft sein, um die 
Diagnose stellen zu können (Wolfe et al., 1990). 
Da Patienten mit FMS besonders in der Primärversorgung gesehen werden, ist es 
wichtig, dass es Diagnosekriterien gibt, die auch zuverlässig angewendet werden 
können. Aber gerade die regelrechte Diagnosestellung des FMS anhand der ACR-
Kriterien von 1990 kann in der Primärversorgung häufig nicht gewährleistet werden 
(Fitzcharles und Boulos, 2003). 
Deshalb wurde von dem ACR im Jahr 2010 die vorläufigen Diagnosekriterien für 
Fibromyalgie (Wolfe et al., 2010) eingeführt, bei denen auf eine körperliche 
Untersuchung und dem Testen der „Tenderpoints“ verzichtet und neben den 
Schmerzen noch auf allgemeine Symptome, die häufig beim FMS auftreten, 
eingegangen wird (Anhang A-2).  
 
1.3 FMS: Hypothesen zur Ätiologie 
Zur Ätiologie und Pathogenese des FMS gibt es viele unterschiedliche Hypothesen, die 
in noch mehr verschiedenen Studien untersucht wurden, bisher aber noch zu keinem 
klaren Ergebnis geführt haben. 
Die älteste Hypothese ist wohl die, dass strukturelle und morphologische 
Veränderungen der Muskulatur selbst zu der Symptomatik führen. Hierzu wurden viele 
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Studien durchgeführt, die zum einen Veränderungen z.B. der mittleren 
Muskelfaserfläche, der Muskelfaserdichte, der Muskelfasertypkomposition, der 
Kapillarisierung, des Kollagengehalts und des Glykogengehalts in der Skelettmuskulatur 
von FMS-Patienten zeigen und zum anderen ausschließen (Bengtsson et al., 1986a; 
Drewes et al., 1993; Yunus et al., 1989a; Lindh et al., 1995; Lindman et al., 1995; 
Gronemann et al., 2004; Sprott et al., 2004; Gadallah et al., 2013; Srikuea et al., 2013). 
Aktuell wird allgemein die Meinung vertreten, dass kein Zusammenhang zwischen FMS 
und strukturellen Muskelveränderungen existiert (Sommer et al., 2012). 
Eine weitere These ist, dass ein Ungleichgewicht zwischen pro- und anti-
inflammatorischen Zytokinen eine Rolle in der Pathogenese des FMS darstellen 
könnte. Es wurden sehr viele verschiedene Untersuchungen mit teilweise 
unterschiedlichen Ergebnissen dazu durchgeführt. Eine gute Übersicht gibt hierzu ein 
systematisches Review mit Metaanalyse aus dem Jahre 2011 (Uçeyler et al., 2011): 
dieses kommt zu dem Ergebnis, dass bei FMS-Patienten ein höheres Serumevel an IL-1-
Rezeptor-Antagonist, IL-6 und IL-8 und höhere Plasmakonzentrationen an IL-6 und IL-8 
vorliegen. 
Auch wurden Vermutungen angestellt, dass ein Zusammenhang zwischen erhöhten 
Zytokinleveln und mitochondrialer Dysfunktion besteht (Cordero et al., 2013).  
So könnte oxidativer Stress, induziert durch reaktive Sauerstoffspezies (engl. „reactive 
oxygen species“ [ROS]), die Symptomatik des FMS herbeiführen (Bagis et al., 2005; 
Castro-Marrero et al., 2013; Cordero et al., 2013; Cordero et al., 2012; Cordero et al., 
2010). Eine Dysfunktion der Mitochondrien wird hierbei vermutet (Castro-Marrero et 
al., 2013; Cordero et al., 2012; Cordero et al., 2010; Cordero et al., 2013; Drewes et al., 
1993; Gadallah et al., 2013; Sprott et al., 2004).  
Weiterhin wurden metabolische Veränderungen in der Skelettmuskulatur von FMS-
Patienten, die energiehaltige Phosphatverbindungen (Bengtsson et al., 1986b; Gerdle 
et al., 2013, Park et al., 1998; Sprott et al., 2000), die Sauerstoffversorgung (Lund et al., 
1986; Elvin et al., 2006; McIver et al., 2006; Shang et al., 2012) und den Lactat-Pyruvat-
Stoffwechsel (Gerdle et al., 2010) betreffen, gefunden.  
Ferner konnten bei Patienten mit FMS Veränderungen entdeckt werden, die auf eine 
abnorme zentrale Schmerzverarbeitung hinweisen. Beispielsweise ist die Durchblutung 
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von Hirnarealen, die in der Schmerzverarbeitung involviert sind, bei Patienten 
verändert (Bradley et al., 1999; Duschek et al., 2012; Foerster et al., 2011; Gracely et 
al., 2002; Guedj et al., 2007; Guedj et al., 2008; Kwiatek et al., 2000; Mountz et al., 
1995). Zusätzlich wurden auch Konzentrationsunterschiede von Substanz P und 
Serotonin im Liquor von FMS-Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollen gefunden 
(Russell et al., 1992; Russell et al., 1994; Vaerøy et al., 1988). Auch wurden durch 
mehrwöchiges aerobes Training Veränderungen im Substanz P-Level im Liquor von 
FMS-Patienten dokumentiert. Diese Veränderung war mit einer Veränderung der 
Schmerzgrenze verbunden (Bjersing et al., 2012). Zudem bestand eine negative 
Korrelation zwischen der Anzahl an schmerzhaften Körperregionen und dem Serum-
Serotonin und eine positive Korrelation zwischen Serum-Serotonin und 
Druckschmerzhaftigkeit (Ernberg et al., 1999). Jedoch konnte die Frage, ob die 
Neuropeptide Serotonin und Substanz P auch in der Muskulatur von FMS-Patienten 
produziert werden und sich von Kontrollen unterscheiden, mittels RT-PCR und 
Immunhistochemie in einer Studie verneint werden (Sprott et al., 1998).  
Die hier aufgeführten Beispiele, zusammen mit den erniedrigten Schmerzschwellen 
(Kosek et al., 1996; Lautenbacher et al., 1994) und dem Nachweis eines Wind-Up- 
Phänomens in Patienten (Staud et al., 2001) sprechen für eine veränderte 
Schmerzverarbeitung von Patienten mit FMS. Auch eine zentrale Sensibilisierung wird 
in Betracht gezogen (Desmeules et al., 2003; Staud und Smitherman, 2002). 
Der Nachweis von veränderten zentralen Schmerzprozessen kann jedoch nicht die 
Frage beantworten, ob das FMS primär eine Erkrankung des ZNS ist oder ob periphere 
Einflüsse zu den ZNS-Veränderungen führen. Es wird jedoch stark angenommen, dass 
periphere Einflüsse zumindest teilweise Einfluss auf das FMS haben (Staud, 2010; 
Affaitati et al., 2011). Eine zentrale Sensibilisierung könnte durch peripheren Input aus 
dem Muskelgewebe (Staud et al., 2009), durch myofascialen Triggerpunkte (Ge et al., 
2009; Ge et al., 2010) oder durch das periphere Nervensystem (Albrecht et al., 2013; 
Caro et al., 2008; Stefano et al., 2000) unterhalten werden (Staud, 2010).  
In dieser Arbeit sollen mit Hilfe von intermittierendem Kältestress im Rahmen eines 
FMS-Tiermodells strukturelle und morphologische Veränderungen der 
Skelettmuskulatur beim FMS untersucht werden. Hierzu wird auf die Morphologie und 
den Glykogengehalt, die Kapillarisierung und Angiogenese, Entzündungs-, Atrophie- 
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und Apoptose-relevante Marker, die Innervation und Mitochondrien in der 





Die Bildung und Weiterentwicklung von Gefäßen unterliegen zwei verschiedenen 
Mechanismen, nämlich der Vaskulogenese und der Angiogenese. 
Während die Vaskulogenese die Differenzierung von Angioblasten aus Mesoderm und 
die anschließende Bildung von primitiven Blutgefäßen aus den Angioblasten (Risau und 
Flamme, 1995) vor allem während der frühen Embryonalzeit bezeichnet, beschreibt 
die Angiogenese das Wachstum und den Umbau vorbestehender Gefäße durch 
Sprossung oder Spaltung (Risau, 1997). Die Angiogenese wird über verschiedene 
Faktoren gesteuert. Im Folgenden sind die in dieser Arbeit untersuchten Angiogenese-
relevanten Faktoren näher beschrieben. 
 
1.4.2 Vaskuläre endotheliale Wachstumsfaktor-Familie 
Der vaskuläre endotheliale Wachstumsfaktor (engl. “Vascular Endothelial Growth 
Factor“ [VEGF]) ist ein für Endothelzellen hochspezifischer proliferationsfördernder 
Faktor (Ferrara und Henzel, 1989). 
Die VEGF-Familie besteht aus mehreren Mitgliedern: VEGF-A–F und PIGF (engl. 
„placental growth factor“) (Maglione et al., 1991; Meyer et al., 1999; Neufeld et al., 
1999; Yamazaki et al., 2003; Yamazaki et al., 2005). Diese interagieren mit ihren 
jeweiligen Rezeptoren (VEGFR-1, VEGFR-2, VEGFR-3, NRP-1, NRP-2), welche 
Transmembran-Tyrosinkinaserezeptoren darstellen und unterschiedliche Funktionen 
und Wirkungen vermitteln (Abbildung 1). Nach Bindung an den jeweiligen 
extrazellulären Teil des Rezeptors erfolgt die Dimerisation und Autophosphorylierung 
des intrazellulären Bereichs der Rezeptoren und eine nachfolgende Aktivierung einer 
Proteinkaskade (Otrock et al., 2007).  
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VEGF-A ist ein homodimerisches Glykoprotein, das durch ein einzelnes Gen kodiert 
wird. Durch alternatives Splicing der mRNA existieren von VEGF-A mehrere Isoformen, 
z.B. VEGF-A121, VEGF-A145, VEGF-A165 , VEGF-A189, VEGF-A206 (Houck et al., 1991; Leung et 
al., 1989; Poltorak et al., 1997; Tischer et al., 1991), wobei VEGF-A165 überwiegt (Otrock 
et al., 2007). 
VEGF-B existiert in zwei Isoformen, die ebenfalls durch alternatives Splicing entstehen: 
VEGF-B167 (Olofsson et al., 1996b) und VEGF-B186 (Olofsson et al., 1996a). Es wird weit 
verbreitet exprimiert, vor allem aber in der Herz- und Skelettmuskulatur (Olofsson et 
al., 1996b).  
Die verschiedenen VEGF-Familienmitglieder binden mit unterschiedlicher Affinität an 
die jeweiligen Rezeptoren. 
Der Rezeptor VEGFR-1, der auch als fms-like tyrosine kinase 1 (Flt1) bezeichnet wird, 
besteht aus einer extrazellulären Domäne, einer transmembranen Domäne und einer 
intrazellulären Domäne, die eine Tyrosinkinasedomäne enthält (Shibuya et al., 1990). 
Seine Expression wird bei Hypoxie durch den Hypoxie-induzierten Faktor 1 (engl. 
„hypoxia-inducible factor-1“, [HIF-1]) hochreguliert (Gerber et al., 1997). HIF-1 wirkt 
über seine Bindung an HRE (engl. „hypoxia-responsible element“) im Promotorbereich 
des VEGF-Gens (Forsythe et al., 1996). An VEGFR-1 binden neben VEGF-A und VEGF-B 
(Olofsson et al., 1998) auch PIGF, welches nicht an VEGFR-2 bindet (Park et al., 1994). 
Er wird zusätzlich auf Endothelzellen (Yamane et al., 1994; Kaipainen et al., 1993) und 
Monozyten exprimiert und steuert so deren Migration (Barleon et al., 1996).  
VEGF-A bindet mit höherer Affinität an VEGFR-1 als an VEGFR-2 (Waltenberger et al., 
1994). 
VEGFR-2, im Menschen auch KDR (engl. „kinase insert domain receptor“), in der Maus 
auch Flk-1 (engl. „fetal liver kinase-1“) genannt, besteht ebenso wie VEGFR-1 aus einer 
extrazellulären Domäne, einer einzigen transmembranen Region und einer 
intrazellulären Tyrosinkinase-Region (Terman et al., 1991; Matthews et al., 1991). 
VEGFR-2 ist wohl der VEGF-Rezeptor, der den Haupteffekt für die 
Endothelproliferation vermittelt. Im Unterschied zu VEGFR-1 wird die Expression von 
VEGFR-2 nicht durch Hypoxie gesteigert (Gerber et al., 1997). Er bindet VEGF-A 
(Terman et al., 1992; Quinn et al., 1993), VEGF-C (Joukov et al., 1996), VEGF-D (Achen 
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et al., 1998), VEGF-E (Ogawa et al., 1998; Wise et al., 1999) und VEGF-F (Yamazaki et 
al., 2003). Exprimiert wird er vor allem auf Endothelzellen und deren Vorläufern mit 
der höchsten Expression während der Embryogenese (Millauer et al., 1993; Quinn et 
al., 1993).  
Durch die Aktivierung von VEGFR-1 wird die durch VEGFR-2 vermittelte Proliferation 
von Endothelzellen vermindert (Zeng et al., 2001). Während für VEGFR-2 ein direkter 
proliferationsfördernder Effekt nachgewiesen wurde, konnte ein solcher für VEGFR-1 
nicht gefunden werden (Waltenberger et al., 1994). Allerdings wird eine indirekte 
Beeinflussung von Angio- und Lymphangiogenese über durch VEGFR-1 stimulierte 
Makrophagen und über eine durch VEGFR-1 erhöhte Endothelpermeabilität vermutet 
(Murakami et al., 2008).  
Es konnte gezeigt werden, dass die alleinige Aktivierung von VEGFR-2 als Signal für die 
Angiogenese, Förderung der Migration und erhöhte Gefäßpermeabilität der 
Endothelzellen im Gegensatz zur alleinigen Aktivierung von VEGFR-1 ausreichend ist 
(Gille et al., 2001). Ferner wurde durch Aktiverung von VEGFR-2 ein anti-apoptotischer 
Effekt auf Endothelzellen der humanen Nabelschnurvene nachgewiesen (Gerber et al., 
1998).  
VEGFR-3, auch bezeichnet als Flt4 (engl. „fms-related tyrosine kinase 4“), wird beim 
erwachsenen Menschen vor allem auf Lymphgefäßen und einigen hochendothelialen 
Venolen exprimiert (Kaipainen et al., 1995). Seine Liganden sind VEGF-C (Joukov et al., 
1996) und VEGF-D (Achen et al., 1998). Der VEGFR-3-Ligand VEGF-C wirkt spezifisch 
mitogen auf Lymphgefäße (Oh et al., 1997).  
Neuropilin-1 (NRP-1) agiert als ein Co-Rezeptor für VEGFR-2. An Neuropilin-1 bindet 
VEGF-A165 aber nicht VEGF-A121. Durch die Bindung wird die Affinität von VEGFR-2 für 
VEGF-A165 gesteigert (Soker et al., 1998). Weiterhin fungiert Neuropilin-1 als Rezeptor 
für PIGF-2 (Migdal et al., 1998), VEGF-B (Makinen et al., 1999) und VEGF-E (Wise et al., 
1999). 
Neuropilin-2 (NRP-2) bindet PIGF-2, VEGF-C (Karkkainen et al., 2001), VEGF-A145, VEGF-
A165, aber nicht VEGF-A121 (Gluzman-Poltorak et al., 2000). 
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Abbildung 1: Übersicht über die verschiedenen VEGF-Rezeptoren und Liganden (modifiziert nach Hicklin und Ellis, 
2005).  
 
1.4.3 “Suppressor of Cytokine Signaling (Socs)”-Familie 
Familienmitglieder der (engl.) “Supressor of Cytokine Signaling (Socs)”-Familie sind die 
Hauptregulatoren des “Januskinase/Signal Transducers and Activators of Transcription 
(JAK/STAT)-Signalwegs”. Bekannt sind die Proteine Socs1-7 und CIS (engl. “cytokine-
inducible SH2-containing protein”) (Yoshimura et al., 1995; Starr et al., 1997; Hilton et 
al., 1998). Sie alle enthalten eine zentrale SH2 (engl. „Scr homology 2“)-Domäne und 
eine sogenannte SOCS box an der C-terminalen Region (Starr et al., 1997; Hilton et al., 
1998).  
Die Aktivierung des JAK/STAT-Signalwegs ist wichtig für das Wachstum, das Überleben, 
die Entwicklung und die Differenzierung verschiedener Zellen, besonders aber für 
Immunzellen und Zellen des hämatopoetischen Systems (Ghoreschi et al., 2009).  
Bei Säugetieren existieren vier verschiedene JAKs: JAK1-3 und TYK2 (Tyrosinkinase 2). 
Sie zeichnen sich durch einen ähnlichen Aufbau aus: sie besitzen am N-Terminus eine 
FERM (4.1-Protein, Ezrin, Radixin, Moesin)-Domäne und eine SH2 -Domäne, die mit der 
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Am C-Terminus besitzen sie eine Pseudokinase- und Kinase-Domäne (Wilks et al., 
1991).  
Der JAK/STAT-Signalweg wird aktiviert, wenn ein Zytokin an seinen jeweiligen Rezeptor 
bindet. Z.B. verändert der konstitutiv als Dimer vorliegende GH (engl. „growth 
hormone“)-Rezeptor nach GH-Bindung seine Konformation. Hierdurch wird die 
Pseudokinase-inhibierende Domäne eines JAK2, welches die Kinase-Domäne des 
zweiten JAK2 inhibiert, entfernt und so JAK2 aktiviert (Brooks et al., 2014).  
Im Anschluss werden Tyrosinreste des Rezeptors durch die JAKs phosphoryliert. Nun 
kann der Rezeptor mit der SH2-Region eines STAT-Proteins interagieren. Die STAT-
Proteine werden durch Phosphorylierung aktiviert, dissoziieren vom Rezeptor ab, 
dimerisieren, translozieren in den Nukleus, binden über Mitglieder der GAS (engl. 
„Interferon-gamma activated site“) an die DNA und aktivieren die Genexpression 
(Schindler und Darnell, 1995; Kisseleva et al., 2002; O'Shea et al., 2002).  
Socs3 inhibiert JAK1, JAK2 und TYK2 direkt, aber nicht JAK3 (Babon et al., 2012). Die 
Bindung von Socs3 erfolgt gleichzeitig an JAK2 und den jeweiligen Zytokin-Rezeptor, 
wobei vermutet wird, dass diese simultane Bindung von JAK und Rezeptor auch für 
JAK1 und TYK2 zutrifft (Kershaw et al., 2013). Die Expression von Socs3 wird stimuliert 
durch z.B. TNF-α (Emanuelli et al., 2001), IL-6, Lipopolysaccharide (LPS) (Lebel et al., 
2000) und GH (Adams et al., 1998), gehemmt wird sie beispielsweise durch Hypoxie 
(Yokogami et al., 2013). Eine Übersicht der Zytokine, die Socs3 induzieren und deren 
Wirkungen von Socs3 inhibiert werden, liefert eine Publikation aus dem Jahre 2002 in 
Tabellenform (Alexander, 2002). Reguliert wird die Expression der Socs-Gene ebenfalls 
durch STAT-Proteine. So besitzt der Socs3-Promotor Bindungsstellen für die 
Transkriptionsfaktoren STAT1, STAT3 (Auernhammer et al., 1999) und STAT5b (Davey 
et al., 1999). Daraus ergibt sich eine negative Rückkopplung von Socs3 auf seine eigene 
Genexpression (Auernhammer et al., 1999). Neben der Inhibition der jeweiligen 
Zytokineffekte reguliert Socs3 die Apoptose von Endothelzellen (Jiang et al., 2012) und 
fungiert als Inhibitor einer pathologischen Angiogenese (Stahl et al., 2012).  
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1.4.4  Der Notch-Signaltransduktionsweg 
Das Gen für den Notch-Rezeptor wurde zuerst in der Fruchtfliege entdeckt, deren 
Flügelenden bei teilweisem Funktionsverlust dieses Gens eingekerbt (engl. „notch“ = 
Kerbe) waren (Mohr, 1919).  
Es hat über laterale und induktive Inhibition Einfluss auf die Differenzierung und das 
Schicksal von Zellen (Artavanis-Tsakonas et al., 1995).  
In Säugetieren existieren vier verschiedene Notch-Gene: Notch1-4 (Ellisen et al., 1991; 
Weinmaster et al., 1992; Lardelli et al., 1994; Uyttendaele et al., 1996).  
Die Notch-Genprodukte sind Transmembran-Proteine, die einander im Aufbau ähneln. 
Sie werden als Vorläuferproteine synthetisiert und werden im trans-Golgi-Netzwerk 
durch eine Furin-ähnliche Konvertase proteolytisch in eine extrazelluläre und eine 
transmembrane Domäne, die aus einem kleinen extrazellulären Anteil, einem 
Transmembrananteil und dem intrazellulären Teil besteht, gespalten (Blaumueller et 
al., 1997; Logeat et al., 1998). Die beiden Domänen bilden über eine nicht-kovalente 
Bindung einen heterodimeren Rezeptor an der Zelloberfläche (Rand et al., 2000). 
Die extrazelluläre Domäne der Proteine besteht vor allem aus sich wiederholenden 
EGF (engl. „Epidermal growth factor“)-ähnlichen Sequenzen. Hiervon enthalten Notch1 
und Notch2 jeweils 36, Notch3 34 und Notch4 29. Neben diesen Sequenzen gibt es in 
allen Notch-Proteinen noch drei LNR (Lin-12/Notch-repeats). Die intrazelluläre 
Domäne enthält jeweils sechs cdc10/Ankyrin-repeats und am C-Terminus einen PEST 
(Prolin, Glutamat, Serin und Threonin)-reichen Abschnitt (Ellisen et al., 1991; 
Weinmaster et al., 1992; Lardelli et al., 1994; Uyttendaele et al., 1996).  
Es existieren fünf Notch-Liganden: jagged-1 (Lindsell et al., 1995), jagged-2 (Luo et al., 
1997), delta-like-1 (dll-1) (Bettenhausen et al., 1995), dll-3 (Dunwoodie et al., 1997) 
und dll-4 (Shutter et al., 2000). Nach der Ligandenbindung an den Notch-Rezeptor 
erfolgen zwei proteolytische Spaltungen des Rezeptors. Die erste erfolgt an der 
extrazellulären Domäne durch die Metalloprotease TACE (engl. „TNF-α converting 
enzyme“) aus der ADAM (engl. „A Desintegrin And Metalloproteinase“)-Familie (Brou 
et al., 2000; Mumm et al., 2000). Durch diese erste proteolytische Spaltung wird eine 
zweite durch eine Presenilin-1-abhängige γ-Secretase an der Transmembrandomäne 
ermöglicht. Durch diese wird die NICD (engl. „Notch intracellular domain “) freigesetzt 
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(Strooper et al., 1999). Dieses wandert in den Nucleus und interagiert dort mit dem 
Transkriptionsfaktor RBPJκ (engl. „Recombination Signal Binding Protein For 
Immunoglobulin Kappa J”) (Tamura et al., 1995; Beatus et al., 1999; Kato et al., 1996). 
Durch diesen wird die Transkription von Zielgenen induziert. Zum einen wird die 
Expression von Mitgliedern der Hairy and enhancer of split (HES)-Gene (z.B. HES-1 
(Jarriault et al., 1995), HES-5 (La Pompa et al., 1997; Handler et al., 2000), zum anderen 
die Expression der HEY (engl. „Hairy/enhancer-of-split related with YRPW motif”)-Gene 
(Maier und Gessler, 2000; Nakagawa et al., 2000) beeinflusst (Abbildung 2). 
 
Abbildung 2: Übersicht über den Notch-Notch-Ligand- Signalweg in Endothelzelen (modifiziert nach Holderfield 
und Hughes, 2008). 
 
Weiterhin wird auch die Genexpression von NF-κB (engl. „nuclear factor kappa-light-
chain-enhancer of activated B-cels”) (Oswald et al., 1998), CD21 (engl. “cluster of 
diferentiation 21”) (Strobl et al., 2000), der PPAR (engl. „peroxisome proliferator-
activated receptor“)-Familie (Garcés et al., 1997; Nickolof et al., 2002) und des 
Zelzyklusregulators p21WAF1/Cip1 (Rangarajan et al., 2001) beeinflusst. Durch die 
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Differenzierungsfaktors MyoD reduziert und dadurch die Myogenese inhibiert (Kuroda 
et al., 1999). Einen weiteren Effekt hat Notch auch auf die Angiogenese.  
Es konnte gezeigt werden, dass Notch-1 (Reaume et al., 1992), Notch-4 (Uyttendaele 
et al., 1996) und dll-4 (Shutter et al., 2000) in Endothelzellen exprimiert werden. 
Mäuseembryonen mit einem homozygoten Defekt für Notch-1 zeigen Defekte in der 
Angiogenese, die aber nicht so schwer sind wie bei Embryonen mit homozygoten 
Knockout sowohl für Notch-1 als auch Notch-4. Die betroffenen Embryonen zeigen vor 
allem ein Unvermögen, aus dem bereits in der Vaskulogenese angelegtem Gefäßnetz 
größere Gefäße im Sinne der Angiogenese zu bilden (Krebs et al., 2000). Während 
homozygote Notch-4 defiziente Embryonen sich vollkommen normal entwickeln (Krebs 
et al., 2000) versterben homozygote Notch-1 defiziente Embryonen bereits 9,5 Tage 
post coitum (Swiatek et al., 1994; Conlon et al., 1995). Notch-3 hingegen wird nicht in 
den Endothelzellen, sondern in der glatten Gefäßmuskulatur exprimiert (Joutel et al., 
2000). Mutationen des Notch-3-Gens sind mit der zerebrale autosomal-dominante 
Arteriopathie mit subkortikalen Infarkten und Leukenzephalopathie (CADASIL) 
assoziiert (Joutel et al., 1996).  
 
1.4.5 Zusammenhang der untersuchten Angiogenese-Faktoren 
Es wurden Hinweise dafür gefunden, dass die Notch-Familie und die VEGF-Familie in 
einer funktionellen Verbindung miteinander stehen. So induziert VEGF-A über VEGFR-
1, VEGFR-2 und die Phosphatidylinositol 3-Kinase (PI3K) die Expression von Notch-1 
und dll-4 in arteriellen Gefäßen (Liu et al., 2003; Lobov et al., 2007). Dll-4 aktiviert 
seinerseits Notch-1 und Notch-4 (Shutter et al., 2000; Shawber et al., 2003) und wird 
auch durch Hypoxie vermehrt exprimiert (Mailhos et al., 2001; Diez et al., 2007). Wird 
dll-4 verstärkt exprimiert, sinkt die Expression von VEGFR-2 und Neuropilin 1 und 
dadurch auch die Effekte von VEGF-A auf Endothelzellen (Williams et al., 2006) 
(Abbildung 3).  
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Abbildung 3: Übersicht über die Interaktionen zwischen dl-4/ Notch und VEGF/VEGFR-2 (modifiziert nach Holder-
field und Hughes, 2008). 
 
In einer Studie zum Glioblastoma multiforme konnte gezeigt werden, dass Hypoxie die 
Socs3-Expression vermindert. Dadurch erhöht sich die Expression von STAT3, das 
seinerseits an das HRE des VEGF-Promotors bindet und dadurch eine Hochregulierung 
des VEGF-Gens induziert (Yokogami et al., 2013). Eine weitere Untersuchung mit 
neuronalen Stammzelen zeigte, dass nach einer Überexpression von Socs3 die mRNA-
Level von Notch-1 und HES-5 einen Tag nach der Überexpression signifikant 
hochreguliert waren und drei Tage nach der Überexpression das Level von Notch-1 
noch immer hochreguliert und das von HES-5 signifikant herunterreguliert war (Cao et 
al., 2006). Notch-1 ist seinerseits an der Hochregulierung von Socs3 in mit 
Mycobaterium bovis Bacile Calmette-Guérin infizierten Makrophagen beteiligt 
(Narayana und Balaji, 2008). 
 
1.5 Atrophie 
















Atrophie ist definiert als die Größenabnahme eines Gewebes oder eines Organs durch 
Zelschrumpfung. Diese ist durch einen Verlust an Zelorganelen, Zytoplasma und 
Proteinen bedingt (Bonaldo und Sandri, 2013). In der Muskulatur zeigt sie sich in einer 
insgesamt geringeren Muskelmasse und einer verminderten Querschnitsfläche der 
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einzelnen Muskelfasern (Nicks et al., 1989). Verschiedene Bedingungen können zu 
Muskelatrophie führen. So können zum Beispiel Glukokortikoidtherapien (Czerwinski 
et al., 1989), Fasten (Wing und Goldberg, 1993), Immobilisierung oder Denervierung 
eines Muskels (Bodine et al., 2001a) und Folgen von Krankheiten, wie zum Beispiel 
Tumorkachexie, Sepsis (Reed et al., 2012) oder Diabetes mellitus (Price et al., 1996) zu 
einer Degradation von Muskelproteinen und Muskelatrophie führen. Bei 
Muskelatrophieprozessen werden zwei spezifische Gene verstärkt exprimiert: MuRF1 
(engl. „muscle ring finger 1“) und MAFbx (engl. „muscle atrophy F-box“). Diese 
kodieren für Ubiquitin-E3-Ligasen (Bodine et al., 2001a). Es gibt verschiedene Wege in 
der Zelle, Proteine abzubauen (Abbildung 4). Der größte Anteil der Proteolyse im 
Zytosol geschieht über das Ubiquitin-Proteasom-System (Abbildung 5). Das Polypeptid 
Ubiquitin besteht aus 76 Aminosäuren und hat ein Molekulargewicht von 8,5 kDa 
(Ciechanover et al., 1980). Damit Ubiquitin an sein Substrat binden kann sind drei 
enzymatisch regulierte Schritte notwendig. Die entsprechenden Enzyme sind das 
Ubiquitin-aktivierende Enzym (E1) (Ciechanover et al., 1981), das Ubiquitin-
konjugierende Enzym (E2) (Hershko et al., 1983) und die Ubiquitin-Ligase (E3) (Hershko 
et al., 1983). Das Ubiquitin-aktivierende Enzym (E1) aktiviert den C-Terminus des 
Ubiquitin-Proteins, indem es ATP-abhängig mit einem Cystein-Rest mit der c-
terminalen Carboxygruppe des Ubiquitin eine Thioesterbindung bildet (Hershko et al., 
1981; Haas et al., 1982). Danach wird das Ubiquitin von dem E1-Cystein auf ein Cystein 
des Ubiquitin-konjugierenden Enzyms (E2) transferiert (Haas und Rose, 1982; Pickart 
und Eddins, 2004). Der dritte und letzte Schritt erfolgt durch die sogenannten 
Ubiquitin-Ligasen (E3). Zu diesen gehören die Gruppe der RING (engl. „really 
interesting new gene“)-, der HECT (engl. „homology to E6AP C terminus“)- und der RBR 
(engl. „RING-between-Ring“)-Familien. Diese übertragen generell das Ubiquitin auf die 
ε-Aminogruppe des Lysins des Substrats (Hershko et al., 1983; Metzger et al., 2012). 
Nachfolgend können weitere Ubiquitine auf das bereits Substrat-gebundene Ubiquitin 
übertragen werden. Die Ubiquitine der Polyubiquitin-Ketten sind über Lysinreste in 
Position 48 miteinander verknüpft. Es sind mindesten vier aneinandergeknüpfte 
Ubiquitine nötig, damit das abzubauende Substrat vom 26S Proteasomen erkannt und 
degradiert wird (Chau et al., 1989; Hershko und Ciechanover, 1998; Thrower et al., 
2000).  
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Abbildung 4: Substrate der verschiedenen Abbauwege von Muskelproteinen (modifiziert nach Lecker et al., 1999).  
 
 












































Einleitung | 16 
 
1.5.2 Familie der Muskel-spezifischen RING-Finger-Proteine (MuRF) 
Die Familie der Muskel-spezifischen-RING-Finger (MuRF)-Proteine setzt sich aus den 
Mitgliedern MuRF1, 2 und 3 zusammen, die von unterschiedlichen Genen exprimiert 
werden (Spencer et al., 2000; Centner et al., 2001). In ihrem Aufbau ähneln sie sich 
sehr stark. MuRF2 und MuRF3 sind zu 62 % bzw. 77 % homolog zu MuRF1. Der N-
Terminus der drei MuRFs ist sogar zu 82 % bis 85 % homolog. Sie besitzen eine N-
terminale RING-Domäne, gefolgt von einem Zink-Finger (B-Box), einer MuRF family-
specific conserved box und zwei coiled-coil-Domänen. Der C-Terminus hingegen ist 
unterschiedlicher gestaltet, zeichnet sich aber dennoch gemeinschaftlich durch einen 
hohen Gehalt an Glutamat und Aspartat aus (Centner et al., 2001). Während MuRF1 
und MuRF3 spezifisch in der quergestreiften Muskulatur vorkommen, existiert MuRF2 
neben der Muskulatur ferner auch in der Leber (Spencer et al., 2000; Centner et al., 
2001). 
Die Ubiquitin-E3-Ligase MuRF-1 (auch „striated muscle RING zinc finger protein 
(SMRZ)“ oder „TRIM63“ genannt) besitzt eine cDNA-Länge von 1,9 kb und kodiert für 
ein 38 kDa großes RING-Finger-Protein aus 288 Aminosäuren (Centner et al., 2001; Dai 
und Liew, 2001). Im Muskel ist es in der Peripherie der M- und der Z-Linie lokalisiert 
und bindet an Titin (Centner et al., 2001). MuRF1 ist ein wichtiger Mediator von 
Atrophievorgängen im Muskel. Es wird vor allem in Typ II-Muskelfasern exprimiert 
(Moriscot et al., 2010).  
Es konnte gezeigt werden, dass im Rahmen von Muskeldenervierung die 
Genexpression von MuRF1 signifikant erhöht war. Im Gegensatz dazu ist der 
Muskelverlust von MuRF1-Knockout-Tieren unter diesen Bedingungen im Vergleich zu 
den MuRF1-kompententen Tieren deutlich verringert (Bodine et al., 2001a). Eine 
weitere Studie verdeutlicht, dass sich sowohl die Querschnittsfläche des M. soleus als 
auch die der einzelnen Muskelfasern bei Ruhigstellung dieses Muskels signifikant 
verringern, dieser Effekt jedoch bei MuRF1–Knockout-Tieren nicht oder nur leicht 
ausgeprägt ist (Labeit et al., 2010). Der M. tibialis anterior (welcher beinahe 
ausschließlich aus Typ II-Fasern besteht) war durch den Knockout von MuRF1 im 
Gegensatz zum M. soleus (welcher aus Fasern vom Typ I und II besteht) nach 
Denervierung deutlich stärker vor Atrophie geschützt (Moriscot et al., 2010).  
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Im Rahmen seiner Funktion als Ubiquitin-Ligase konnte in vitro gezeigt werden, dass 
MuRF1 in der Herzmuskulatur Troponin I polyubiquitinyliert und zu dessen 
Degradierung führt (Kedar et al., 2004). In der Skelettmuskulatur sind die schwere 
Ketten des Myosins (Clarke et al., 2007; Fielitz et al., 2007), die leichten Myosin-Ketten 
1 und 2, das Myosin-bindende Protein C (Cohen et al., 2009) und das Aktin (Polge et 
al., 2011) Substrate von MuRF1.  
 
1.5.3 Fbxo32 
Fbxo32 (engl. „F-box only protein 32“), auch „Muscle Atrophy F-box (MAFbx)“ oder 
„Atrogin-1“ genannt, kommt spezifisch in der Skelett- und Herzmuskulatur vor. Es 
besitzt eine F-Box-Domäne und gehört zum sogenannten SCF (engl. „Skp, Cullin, F-box 
protein")-Ubiquitin-Ligase-Komplex, welcher eine E3-Ubiquitin-Ligase darstellt. Der 
SCF-Komplex besteht aus einem F-Box-Protein, dem Skp-1 (engl. „S-phase kinase-
associated protein1“), dem Rbx1 (engl. „RING-box protein 1“) und dem Cullin-1. Wie 
auch für MuRF1 konnte für Fbxo32 in der Skelettmuskulatur ein signifikanter Anstieg 
der Genexpression unter Muskelatrophie-auslösenden Bedingungen nachgewiesen 
werden (Gomes et al., 2001; Bodine et al., 2001a).  
Eine verstärkte Aktivierung des PI3K/AKT/mTOR (engl. „Phosphatidylinositol 3-
kinase/Akt/mammalian target of rapamycin“)-Signalwegs durch z.B. Insulin-like-
growth-factor-1 (IGF-1) führt hingegen zu Muskelhypertrophie und kann bei 
Denervierung eines Muskels Atrophievorgängen entgegenwirken (Bodine et al., 
2001b). Akt phosphoryliert Forkhead-Box-Proteine der Subklasse O (FOXO) und hemmt 
dadurch die FOXO-abhängigie Transkription und fördert den Transport der FOXO-
Proteine aus dem Nukleus in das Zytoplasma (Brunet et al., 1999). Es konnte gezeigt 
werden, dass IGF-1 über den PI3K/Akt-Signalweg die FOXO-Trankriptionsfaktoren 
hemmt und dadurch die Expression von Fbxo32 vermindert. Das dephosphorylierte 
Forkhead-Box-Protein 3 (FOXO3) aktiviert den Promotor des Fbxo32-Gens und steigert 
somit die Expression von Fbxo32 (Sandri et al., 2004) (Abbildung 6).  
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Abbildung 6: Übersicht über die an der Fbxo32 vermittelten Muskelatrophie beteiligten Faktoren (modifiziert nach 
Lagirand-Cantaloube et al., 2008).  
 
Fbxo32-Knockout-Mäuse sind gegenüber Wildtyp-Tieren vor Muskelatrophie geschützt 
(Bodine et al., 2001a). Die F-Box-Protein-Domäne vermittelt die Bindung an das zu 
degradierende Substrat (Skowyra et al., 1997). Es konnte gezeigt werden, dass Fbxo32 
in der Herzmuskulatur direkt mit dem Calcineurin A-alpha-Aktinin-2-Komplex 
interagiert, das Calcineurin A polyubiquitinyliert und bei Überexpression eine 
Hypertrophie der Kardiomyozyten verhindert (Li et al., 2004). Außerdem interagiert es 
mit MyoD (Tintignac et al., 2005; Lagirand-Cantaloube et al., 2009), das wichtig für die 
Regeneration der Muskulatur ist (Cooper et al., 1999). Eine Überexpression von Fbxo32 
führt zu einer verstärkten Degradation von MyoD (Tintignac et al., 2005; Lagirand-
Cantaloube et al., 2009). Ein weiteres Ziel von Fbxo32 ist eIF3-f (engl. „eukaryotic 
translation initiation factor 3 subunit F“), der durch Fbxo32 polyubiquitiniliert und so 
degradiert (Lagirand-Cantaloube et al., 2008) und dadurch die Aktivierung von S6K1 
(engl. „ribosomal protein S6 kinase 1“) durch mTOR supprimiert wird (Csibi et al., 
2010). Wird die Expression von eIF3 unterdrückt, atrophieren die Myotuben. Wird 
eIF3-f überexprimiert, hypertrophieren die Myotuben und die Skelettmuskulatur von 
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größeren Anzahl an Myonuklei und Muskelproteinen (Lagirand-Cantaloube et al., 
2008). eIF3-f seinerseits wird über den mTor/S6K1 (ribosomal S6 kinase)–Signalweg, 
welcher unter anderem durch IGF-1 aktiviert wird, stimuliert (Holz et al., 2005) 




Apoptose ist der Prozess des programmierten Zelltodes. Er zeichnet sich durch 
besondere Merkmale wie Zellschrumpfung, Kondensation des Zellkerns, DNA-
Fragmentierung, Fragmentierung in membran-gebundene Apoptosekörperchen und 
deren Phagozytose durch benachbarte Zellen aus (Kerr et al., 1972; Nagata, 2000). 
Apoptose tritt in der Skelettmuskulatur sowohl während der normalen Entwicklung 
wie auch bei Schädigung auf (Sandri und Carraro, 1999). Allgemein kann die Apoptose 
über zwei verschiedene Signalkaskaden ablaufen: dem intrinsischen und dem 
extrinsischen Signalweg (Fulda und Debatin, 2006).  
 
1.6.2 Signalwege während der Apoptose 
1.6.2.1 Intrinsischer Signalweg 
Der intrinsische Signalweg, auch Bcl-2 (engl. „B-cell lymphoma 2“)-regulierter oder 
mitochondrialer Signalweg genannt, wird vor allem durch Mitglieder der Bcl-2-
Proteinfamilie reguliert (vgl. 1.6.3). Eine gute Übersicht über die Bcl-2-Proteinfamilie 
gibt ein Review aus dem Jahre 2014 (Czabotar et al., 2014). Durch Stressoren wie z.B. 
ATP-Mangel ändern die Bcl-2-Familienmitglieder Bax (engl. „Bcl-2 associated X 
protein“) und Bak (engl. „Bcl-2-antagonist/killer-1“) ihre Struktur in Homo-Oligomere, 
die miteinander assoziiert sind (Mikhailov et al., 2003). In Folge der Oligomeriserung 
wird Cytochrom C von den Mitochondrien freigesetzt (Degenhardt et al., 2002; 
Mikhailov et al., 2003). Die Oligomerisierung von Bax wird durch Bcl-2 geblockt 
(Mikhailov et al., 2001; Antonsson et al., 2001; Mikhailov et al., 2003). Das aus den 
Mitochondrien freigesetzte Cytochrom C fördert in Gegenwart von ATP oder dATP die 
Oligomerisierung des Proteins Apaf-1 (engl. „Apoptotic protease activating factor 1“) 
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und es bildet sich ein Apaf-1/Cytochrom C-Komplex (sog. Apoptosom) (Zou et al., 1997; 
Zou et al., 1999). Anschließend wird die Procaspase 9 an den Komplex rekrutiert und 
durch Auto-Katalyse aktiviert. Die aktivierte Caspase 9 wird dann vom Komplex 
freigesetzt (Zou et al., 1999; Li et al., 1997) und aktiviert im folgenden Schritt die 
Effektor-Caspase 3 (Li et al., 1997; Srinivasula et al., 1998).  
Nach Apoptoseinduktion wird neben Cytochrom C auch Smac (engl. „second 
mitochondria-derived activator of caspases “), ein mitochondriales Protein, aus den 
Mitochondrien freigesetzt, welches die inhibitorische Wirkung der IAPs (engl. 
„inhibitors of apoptosis proteins“) neutralisiert (Du et al., 2000) (Abbildung 7).  
 
1.6.2.2 Extrinsischer Signalweg 
Der extrinsische Signalweg der Apoptose wird durch Bindung von Liganden an 
sogenannte Todesrezeptoren, welche zur Familie der TNF-Superfamilien-Rezeptoren 
gehören, aktiviert. Zu diesen Liganden gehört beispielsweise auch TNF. Die 
Ligandenbindung führt zur Aktivierung der Initiator-Caspase-8 und diese ihrerseits zur 
Aktivierung von Effektor-Caspasen (Czabotar et al., 2014; McIlwain et al., 2013) 
(Abbildung 7).  
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Abbildung 7: Übersicht über den intrinsischen und extrinsischen Signalweg der Apoptose (modifiziert nach Czabotar 
et al., 2014). 
 
1.6.3 Bcl-2 (B-cel lymphoma 2)-Familie 
Bcl-2 wurde als erstes Mitglied der Bcl-2-Familie entdeckt (Tsujimoto et al., 1984). Die 
Homologie der Bcl-2-Famlienmitgliedern ist am größten innerhalb der vier 
sogenannten „Bcl-2 homology regions“ (BH1-4) ausgeprägt (Oltvai et al., 1993; Zha et 
al., 1996; Chittenden et al., 1995a). Die Bcl-2-Familie lässt sich in drei Untergruppen 
aufteilen: in die pro-apoptotischen, die anti-apoptotischen und die sog. BH3 (Bcl-2 
homology 3)-only Proteine. Pro-apoptotische Familienmitglieder sind z.B. Bax (Oltvai et 
al., 1993) und Bak (Chittenden et al., 1995b), anti-apoptotische beispielsweise Bcl-2 
(Sentman et al., 1991) und Bcl-xL (Boise et al., 1993). Zu den BH3-only-Proteinen 
gehören unter anderem Bim (engl. „Bcl-2-interacting mediator of cel death“) 
(O'Connor et al., 1998), Bik (engl. „Bcl-2-interacting kiler“) (Boyd et al., 1995) und Bid 



























(Wang et al., 1996), deren einzige 
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Homologie zu den weiteren Bcl-2-Familienmitgliedern die konservierte BH3-Domäne 
ist. 
Bcl-2 ist ein 26 kDa großes Protein (Nakai et al., 1993), welches vor allem im 
Endoplasmatischen Retikulum, in Mitochondrien und der Kernmembran lokalisiert ist 
(Nakai et al., 1993; Hoetelmans et al., 2000; Gotow et al., 2000; Akao et al., 1994).  
Bax ist ein 21 kDa (Oltvai et al., 1993) großes Protein, das vor allem im Cytosol von 
Zellen vorliegt (Hsu et al., 1997; Wolter et al., 1997). Nach Apoptoseinduktion kommt 
es jedoch zu einem Shift der Lokalisation des löslichen Bax in eine 
mitochondrienmembran-gebundene Form (Hsu et al., 1997; Wolter et al., 1997).  
 
1.6.4 Caspase-3 
Die Familie der Caspasen (engl. „cysteinyl-aspartate specific protease“) besteht aus 
mehreren Cysteinproteasen, die ihr Zielprotein nach einem Aspartat schneiden 
(Alnemri et al., 1996). Caspasen, die in apoptotischen Vorgängen von Bedeutung sind, 
werden nach ihrer Funktionsweise in Initiator- (Caspase-8 und 9) und Effektor-
Caspasen (Caspase-3, -6 und -7) eingeteilt. Initiator-Caspasen aktivieren Effektor-
Caspasen, die ihrerseits Schlüsselproteine zerstören und andere Enzyme aktivieren 
(McIlwain et al., 2013) (Abbildung 7).  
Caspase-3 ist eine 32 kDa große Protease, die eine entscheidende Rolle in der 
Apoptose spielt (Fernandes-Alnemri et al., 1994). Caspase-3 existiert als ein inaktives 
Vorläuferprotein, das proteolytisch in ein 20 kDa und 10 kDa großes aktives 
Heterodimer gespalten wird (Nicholson et al., 1995). Caspase-3 aktiviert die Caspase 
activated DNase (CAD), die zur DNA-Fragmentierung führt (Liu et al., 1997). 
Gleichzeitig inaktiviert sie ICAD (engl. „inhibitor of caspase-activated DNase“) und 
damit auch dessen inhibitorischen Effekt auf CAD (Sakahira et al., 1998). In Myotuben 
und Myoblasten führen pro-apoptotische Stimuli zu den typischen Markenzeichen der 
Apoptose: Zell- und Zellkernschrumpfung, Aktivierung der Caspase-3 und DNA-
Fragmentation (McArdle et al., 1999). In der Skelettmuskulatur spaltet die Caspase-3 
unter katabolen Situationen beispielsweise das Actomyosin in der Skelettmuskulatur 
und produziert ein charakteristisches 14 kDa großes Aktinfragment und weitere 
Proteine, die anschließend durch das Ubiquitin-Proteasom-System degradiert werden 
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(Du et al., 2004). Weiterhin müssen während kataboler Zustände zur Muskelproteolyse 
sowohl das Ubiquitin-Proteasom-System wie auch die Apoptose reguliert ablaufen. Es 
konnte gezeigt werden, dass in einer solchen Situation die PI3K-Aktivität (vgl. 1.5) 
reduziert ist, was mit einer gesteigerten Bax- und Caspase-3-Aktivität assoziiert war 
(Lee et al., 2004).  
 
1.7 Entzündung 
1.7.1 Allgemeines  
Inflammation ist eine Reaktion des Körpers auf schädliche Reize und Bedingungen, wie 
z.B. Infektionen und Gewebsverletzungen (Medzhitov, 2008).  
Diese Reaktion führt zu den typischen sichtbaren Zeichen der Entzündung, die bereits 
von Celsus ca. 40 n. Chr. als Rötung (lat. „Rubor“), Überwärmung (lat. „Calor“), 
Schmerz (lat. „Dolor“) und Schwellung (lat. „Tumor“) charakterisiert wurden (Nathan, 
2002). Es kommt zu einem Gewebe zerstörenden Prozess, bei dem Plasmaproteine, 
Flüssigkeit und Leukozyten aus dem Blut in das zerstörte Gewebe rekrutiert werden. 
Diese Zuwanderung wird gefördert durch Änderungen in den lokalen Blutgefäßen, die 
zu Vasodilatation, erhöhter vaskulärer Permeabilität und verstärktem Blutfluss führen 
(Ashley et al., 2012). Der inflammatorische Prozess wird über viele verschiedene 
Cytokine und Zellen gesteuert, von denen einige im Folgenden näher erläutert werden.  
 
1.7.2 Interleukin 1 β (IL-1β) 
Interleukin 1 β (IL-1β) gehört zur Familie der Interleukin-1-Zytokine. Es wird 
hauptsächlich von Monozyten (Arend et al., 1989), Makrophagen (March et al., 1985) 
und dendritischen Zellen (Gardella et al., 2000) sezerniert. Das humane IL-1β-Protein 
wird als inaktives Vorläuferprotein (pre-IL-1β) synthetisiert (Mosley et al., 1987), 
welches aus 269 Aminosäuren besteht und ein Molekulargewicht Mr von 30,75 kDa 
besitzt (March et al., 1985). Das pre-IL-1β wird zwischen dem Aspartat an Stelle 116 
und dem Alanin an Stelle 117 gespalten. So entsteht das aktive pre-IL-1β, das ein 
Molekulargewicht Mr von 17,5 kDa besitzt (Black et al., 1989; Kostura et al., 1989). 
Diese Spaltung wird durch das IL-1β-converting enzyme (ICE oder Caspase-1), einer 
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Cystein-Protease, ausgeführt (Cerretti et al., 1992; Thornberry et al., 1992), das 
seinerseits durch einen Multi-Enzykomplex, dem sogennanten Inflammasom, aktiviert 
wird (Martinon et al., 2002). Es gibt zwei Typen von Interleukin-1-Rezeptoren, an 
denen IL-1β binden kann, den Interleukin-1-Rezeptor Typ 1 (IL-1R1) (Sims et al., 1989) 
und Typ 2 (IL-1R2) (McMahan et al., 1991). Allerdings erfolgt die typische Wirkweise 
von IL-1β ausschließlich über den IL-1R1 (Sims et al., 1993). Während der IL-1R1 vor 
allem auf T-Zellen, Fibroblasten und in geringerem Maß auf den meisten anderen 
Zellen exprimiert wird (Dower und Urdal, 1987), existiert IL-1R2 vor allem auf B-Zellen, 
T-Zellen (McMahan et al., 1991), Neutrophilen (Martin et al., 2013), Monozyten und 
Makrophagen(Pou et al., 2011). Die Sekretion von IL-1β wird z.B. durch bakterielle 
Bestandteile wie LPS, bakterielle Toxine wie Staphylokokken-Enterotoxin A, dem 
pyrogenen Streptokokken-Exotoxin A (Andersson et al., 1992) oder auch durch 
Uratkristalle bei der Hyperurikämie (Martinon et al., 2006) gesteigert. In der 
Skelettmuskulatur führen kurzweilige intensive Muskelarbeit (Cannon et al., 1989; 
Fielding et al., 1993) oder Hypoperfusion (Testa et al., 2000) zu einem Anstieg von IL-
1β-Protein oder -mRNA. Hingegen zeigte sich durch ein monatelanges physikalisches 
Training in der Skelettmuskulatur von herzinsuffizienten Patienten eine Abnahme von 
IL-1β (Gielen et al., 2003). IL-1β besitzt eine pro-inflammatorische Wirkung. Es 
stimuliert die Expression der Cyclooxygenase-2 (Huang et al., 1998; O'Banion et al., 
1996; Said et al., 2002) (vgl. 1.7.5), des Interleukin-6 (Tseng et al., 1996; Cahill und 
Rogers, 2008) (vgl. 1.7.4) in verschiedenen Zelltypen und die Rekrutierung neutrophiler 
Granulozyten (Furie und McHugh, 1989; Patton et al., 1995; Oliveira et al., 2008). 
Ferner steigert es die Sekretion des Corticotropin Releasing Hormons und des 
Adrenocortikotropen Hormons (Uehara et al., 1987b; Uehara et al., 1987a), wirkt 
fördernd auf die Akute-Phase-Reaktion und die Entwicklung von Fieber (Zheng et al., 
1995; Long et al., 1990). In den Myoblasten stört es die Muskeldifferenzierung durch 
IGF-1 (Broussard et al., 2004).  
 
1.7.3 Makrophagen-migrationsinhibierender Faktor (MIF) 
Der Makrophagen-migrationsinhibierende Faktor (MIF) wurde erstmals in den 1960er 
Jahren als eines von aktivierten Lymphozyten produziertes Chemokin entdeckt (David, 
1966; Bloom und Bennett, 1966). Während das MIF-Gen von Mäusen auf dem 
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Chromosom 10 lokalisiert ist (Bozza et al., 1995), befindet sich das menschliche MIF-
Gen auf dem Chromosom 22q11.2 (Budarf et al., 1997). Das MIF-Protein besteht aus 
115 Aminosäuren (Weiser et al., 1989), besitzt ein Molekulargewicht von 12,5 kDa und 
liegt als Homotrimer vor (Sun et al., 1996b; Sun et al., 1996a). Der genaue Signalweg 
über den MIF zu seinen Effekten führt ist noch nicht bekannt. Es konnte allerdings 
gezeigt werden, dass MIF an CD74, einem Typ-II-Transmembranprotein, bindet (Leng 
et al., 2003) und den MAP (engl. „mitogen-activated protein“)-Kinase-Signalweg 
aktiviert, indem es zur Phosphorylierung von ERK1/2 (engl. „extracellular signal-
regulated kinases“) führt (Mitchell et al., 1999). MIF-Quellen sind vor allem Zellen der 
Adenohypophyse (Bernhagen et al., 1993; Nishino et al., 1995), Makrophagen 
(Calandra et al., 1994), T-Zellen (Bacher et al., 1996), Mastzellen (Chen et al., 1998), 
Eosinophile (Rossi et al., 1998), Endothelzellen (Chesney et al., 1999) und einige 
anderen Zelltypen (Baugh und Bucala, 2002). Die Sekretion von MIF wird unter 
anderem durch LPS, IFN-γ, TNF-α (Bernhagen et al., 1993; Calandra et al., 1994) und IL-
5 (Rossi et al., 1998) stimuliert. MIF seinerseits aktiviert Makrophagen zur verstärkten 
TNF-α- und IL-8-Sekretion (Calandra et al., 1994; Donnelly et al., 1997) und reguliert 
die Expression der Matrix-Metalloproteasen 1 und 3 in synovialen Fibroblasten bei 
Rheumatoider Arthritis hoch (Onodera et al., 2000). Überraschenderweise induzieren 
Glukokortikoide in niedriger Konzentration die Sekretion von MIF durch Makrophagen 
und dieses führt seinerseits zu einer verminderten Hemmung der Bildung von TNF-α, 
IL-1β, IL-6 und IL-8 durch Glukokortikoide (Calandra et al., 1995). Daneben führt MIF zu 
einer verstärkten Aktivierung der Phospholipase A2, der Freisetzung von 
Arachidonsäure, von COX-2 (Sampey et al., 2001; Mitchell et al., 1999; Mitchell et al., 
2002) und Prostaglandin E2 (Leng et al., 2003) und hält durch Hemmung der p53-
induzierten Apoptose eine bereits begonnene Entzündungsreaktion aufrecht (Mitchell 
et al., 2002). In MIF-defizienten Mäusen konnte nach LPS-Stimulation ein signifikant 
reduziertes „Rolling“, Adhäsion und Migration von Leukozyten gegenüber den 
Wildtypen nachgewiesen (Gregory et al., 2004) und ferner gezeigt werden, dass MIF 
die Fähigkeit von Endothelzellen mit Leukozyten zu interagieren fördert (Cheng et al., 
2010). Einen weiteren Effekt auf Endothelzellen übt MIF aus, indem es die Expression 
der Angiogenese fördernden Faktoren VEGF und IL-8 steigert (Ren et al., 2004; Kim et 
al., 2007; Bondza et al., 2008). Außerdem wurde in Skelettmuskelproben von Patienten 
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mit Polymyositis eine erhöhte Expression von MIF gefunden und zwar wurde das MIF-
Protein nicht nur in Entzündungszellen, sondern auch in Muskelfasermembranen 
nachgewiesen (Reimann et al., 2010). In sich entwickelnden Muskelzellen nahm die 
MIF-Expression mit zunehmender Reife ab. Es wurde vermutet, dass MIF nicht nur eine 
pro-entzündliche Komponente besitzt, sondern auch einen die Regeneration 
geschädigter Muskelzelle fördernden Effekt (Reimann et al., 2010). Allerdings 
supprimiert mIGF-1 (engl. „muscle-restricted insulin-like growth factor 1“) in 
geschädigter Skelettmuskulatur die Expression von MIF und beschleunigt die 
Regeneration der Muskulatur (Pelosi et al., 2007). 
Auch körperliche Anstrengung scheint einen Einfluss auf die zirkulierende MIF-
Konzentration zu haben. So wurden 150 Cytokine im Serum von Athleten nach kurzem 
intensivem Training untersucht: aber nur die Konzentration des zirkulierenden MIF war 
signifikant vermindert (Schmidt et al., 2009). Ferner wird der Glukose-Metabolismus 
des Muskels durch MIF reguliert: so stimuliert es die Glykolyse und steigert die 
Synthese von Fructose-2,6-bisphophat in Muskelzellen (Benigni et al., 2000).  
 
1.7.4 Interleukin-6 (IL-6) 
Interleukin-6 (IL-6) wurde als 21 kDa schweres Interleukin entdeckt, das B-
Lymphozyten zur Immunglobulin-Sekretion stimuliert (Hirano et al., 1985; Hirano et al., 
1986). Es wird von zahlreichen verschiedenen Zelltypen gebildet. In Folge von Hypoxie 
wird es beispielsweise von Endothelzellen sezerniert (Yan et al., 1995). Auch 
Fibroblasten (Rossi et al., 2000), Myoblasten (Bartoccioni et al., 1994; Rossi et al., 
2000), glatte Muskelzellen (Klouche et al., 1999; Yan et al., 1995), Makrophagen 
(Busam et al., 1990; Li et al., 2009) und T-Zellen (Hirano et al., 1988) produzieren IL-6. 
Dieses bindet an den membranständigen IL-6-Rezeptor (IL-6-R) (Yamasaki et al., 1988) 
oder den löslichen IL-6-Rezeptor (sIL-6-R) (Novick et al., 1989; Müllberg et al., 1993; 
Lust et al., 1992). Der IL-6-Rezeptor ist mit dem Glykoprotein gp130 assoziiert, das die 
weitere Signaltransduktion vermittelt (Taga et al., 1989; Hibi et al., 1990). Es kommt 
zur Aktivierung von JAK/TYK-Kinasen (Stahl et al., 1994) und im weiteren Verlauf des 
Transkriptionsfaktors STAT3 (Zhong et al., 1994). Weiterhin kann die 
Signaltransduktion über den MAP-Kinase-Weg ablaufen (Ogata et al., 1997). Die IL-6-
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Produktion wird beispielsweise durch LPS (Busam et al., 1990), IL-1 (Cahill und Rogers, 
2008; Zhang et al., 1990), TNF (Zhang et al., 1990) oder Cardiotoxin (Zhang et al., 2013) 
induziert. IL-6 hat sowohl pro- wie auch antiinflammatorische Effekte. Durch das IL-6-
System wird beispielsweise während einer inflammatorischen Reaktion die 
Einwaderung von Leukozyten in das betroffene Gebiet verstärkt (Romano et al., 1997; 
McLoughlin et al., 2005). Ferner konnte gezeigt werden, dass IL-6 die ICAM-1 (engl. 
„intercellular adhesion molecule 1“)-abhängige Lymphozyteneinwanderung im Rahmen 
einer akuten febrilen Reaktion reguliert (Chen et al., 2006) und die Differenzierung von 
Monozyten zu Makrophagen fördert (Chomarat et al., 2000). Ferner induziert IL-6 die 
Transkription des C-reaktiven Protein-Gens in Hepatozyten (Ganter et al., 1989). Es 
wirkt allerdings auch antiinflammatorisch: so inhibiert es beispielsweise die Produktion 
von IL-1β und TNF (Schindler et al., 1990) und induziert die Bildung von IL-10-
produzierenden Tr1 (engl. „type 1 regulatory T“)-Zellen (Jin et al., 2013). Weiterhin ist 
IL-6 ein sogenanntes Myokin. Dies bedeutet, es ist ein Zytokin, das in der 
Skelettmuskulatur produziert und freigesetzt wird und Effekte auch auf andere 
Organen ausübt (Pedersen et al., 2003). IL-6-mRNA wird während Muskelarbeit 
verstärkt von der Skelettmuskulatur exprimiert und IL-6 nach Muskelarbeit freigesetzt 
(Steensberg et al., 2002). Dies geschieht vor allem bei niedrigen Glykogen-
Konzentrationen in der Skelettmuskulatur (Keller et al., 2001). Ferner konnte 
nachgewiesen werden, dass IL-6 für die Hypertrophie der Skelettmuskulatur 
verantwortlich ist, indem es die Proliferation von Satellitenzellen und die Zunahme von 
Myonuklei reguliert (Serrano et al., 2008). Weiterhin spielt es eine Rolle in der 
Regeneration der Muskulatur (Zhang et al., 2013). Jedoch konnte auch gezeigt werden, 
dass erhöhte Level an IL-6 zu Atrophie der Skelettmuskulatur führen können (Haddad 
et al., 2005). Es wird die Meinung vertreten, dass moderate IL-6-Level über eine kurze 
Zeitdauer keine proatrophischen Effekte auslösen, während persistierende und 
systemische IL-6-Level gegebenenfalls notwendig für die Induktion kataboler Effekte 
und Muskelschwund, möglicherweise mit Hilfe weiterer Mediatoren, sind (Muñoz-
Cánoves et al., 2013).   
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1.7.5 Cyclooxygenase-2 (COX-2) 
Cyclooxygenasen (COXs) sind bifunktionelle Enzyme, welche die 
Prostaglandinproduktion aus Arachidonsäure katalysieren. Es existieren drei Formen: 
Cyclooxygenase-1, -2 und -3, die auch als Prostaglandinsynthasen-1, -2 und -3 
bezeichnet werden. Während COX-3 eine Spliecevariante des COX-1-Gens darstellt 
(Chandrasekharan et al., 2002), wird die COX-2 durch ein eigenes Gen kodiert. Die 
humane COX-2 wird vom PGHS-2-Gen exprimiert, welches auf dem Chromosom 
1q25.2-q25.3 lokalisiert ist: es ist 8 Kilobasenpaaren lang ist und besitzt 10 Exons 
(Kosaka et al., 1994). Das Enzym COX-2 hat ein Molekulargewicht von circa 70k Da (Hla 
und Neilson, 1992). Sowohl die COX-1 (Picot et al., 1994) wie auch die COX-2 (Dong et 
al., 2011) sind Homodimere, die in bis zu 61 % ihrer Aminosäuren übereinstimmen (Hla 
und Neilson, 1992). Jedes Monomer besteht aus drei Domänen, der N-terminalen EGF-
Domäne, der Membran-bindenden Domäne und der katalytischen Domäne. Letztere 
besitzt die für die Funktion der Enzyme benötigte Cyclooxygenase- und 
Peroxidaseaktivität (Picot et al., 1994; Luong et al., 1996). Der erste Reaktionsschritt in 
der Synthese der Prostaglandine besteht aus der zweifachen Oxygenierung der 
Arachidonsäure mit Hilfe der Cyclooxygenaseaktivität der COXs. So entsteht 
Prostaglandin G2 (PGG2). Dieses wird in einem zweiten Schritt durch die 
Peroxidaseaktivität der COXs zu Prostaglandin H2 (PGH2) reduziert. Daraus werden in 
weiteren Schritten durch spezifische Synthasen die Prostaglandine D2, F2α, E2, 
Prostaglandin I2 (Prostacyclin) und Thromboxan A2 (TXA2) gebildet (Smith et al., 2000; 
van der Donk et al., 2002; Chandrasekharan und Simmons, 2004) (Abbildung 8). Diese 
entwickeln im Anschluss ihre Wirkungen über Aktivierung von G-Protein-gekoppelten 
Rezeptoren oder über PPARs (Funk, 2001; Hata und Breyer, 2004).  
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Abbildung 8: Übersicht der Prostaglandinproduktion durch COX-1 und -2 (modifiziert nach Hata und Breyer, 2004).  
 
Während lange postuliert wurde, dass COX-1 konstitutiv und COX-2 induzierbar 
exprimiert werden, und so die COX-2 vor allem unter pathologischen Bedingungen 
vorherrscht, mehrt sich mittlerweile die Meinung, dass das Expressions- und 
Verteilungsmuster der beiden Enzyme weit komplexer ist als bisher gedacht (Zidar et 
al., 2009; Smith et al., 1996). So konnte in Autopsieproben von 20 Unfallopfern und 48 
Operationsbiopsien gezeigt werden, dass COX-1 ziemlich konstant, besonders in 
Blutgefäßen, interstitiellen Zellen, glatten Muskelzellen, Thrombozyten und 
mesotheliale Zellen exprimiert wird. COX-2 hingegen findet sich mit höherer 
Expressionsvariation vor allem in Parenchymzellen vieler Gewebe (Zidar et al., 2009). 
Ferner konnte in weiteren Untersuchungen gezeigt werden, dass COX-2 beispielshalber 
in den Nieren (Kömhoff et al., 1997), den weiblichen Fortpflanzungsorganen (Stavreus-
Evers et al., 2005) und in Trachealzellen (Walenga et al., 1996) konstitutiv vorhanden 
ist. 
Die COX-2-Expression kann jedoch unter pathologischen Bedingungen gesteigert 
werden. Die Induktion von COX-2-mRNA erfolgt gewöhnlich durch Wachstumsfaktoren 
und Entzündungsmediatoren wie zum Beispiel LPS (Hla und Neilson, 1992; Lee et al., 
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In der humanen Skelettmuskulatur variiert die Lokalisation der COX-2 je nach Studie: 
so wurden z.B. Sarkolemm (Rabuel et al., 2004), mononukleäre Zellen und Blutgefäße 
(Korotkova et al., 2008) angegeben. In der Skelettmuskulatur von Mäusen konnte 
gezeigt werden, dass der COX-2-Signalweg für die frühe Phase der Muskelregeneration 
nach Muskelverletzung (Bondesen et al., 2004), nach Muskelatrophie (Bondesen et al., 
2006) und für kompensatorische Muskelhypertophie (Novak et al., 2009) von 
Bedeutung ist. Wird Arachidonsäure in vitro zu Skelettmuskelzellen zugegeben, führt 
dies über einen COX-2-abhängigen Signalweg zu einer Muskelzellhypertrophie 
(Markworth und Cameron-Smith, 2013). In einer weiteren Studie an Mäusen wird 
postuliert, dass durch Verletzung der Skelettmuskulatur Makrophagen verstärkt in 
dieses Gebiet einwandern und dadurch die TGF-β1 (engl. „transforming growth factor 
beta 1“)-Expression in der Muskulatur steigern. Durch deren Anstieg wird wiederum 
die Produktion von Prostaglandinen COX-2-abhängig erhöht. Die beteiligten 
Komponenten regulieren sich dabei gegenseitig. Diese Mechanismen sind in der 
inflammatorischen Phase der Muskelregenreration relevant (Shen et al., 2008). Auf der 
anderen Seiten kann durch COX-2-Inhibition mit Hilfe von Meloxicam, einem 
nichtsteroidalen Antirheumatikum, das LPS-induzierte Ansteigen von Fbxo32 in der 
Skelettmuskulatur von Ratten verhindert werden (Martin et al., 2012). Ferner wurde in 
einem Mausmodell zur Untersuchung der Muskeldystrophie Typ Duchenne im 
interzellulären Raum von Skelettmuskelzellen ein deutlicher Anstieg der COX-2-
Expression gefunden (Oliveira et al., 2013).  
 
1.7.6 Tumornekrosefaktor (TNF) 
Auch der Tumornekrosefaktor (TNF) spielt eine entscheidende Rolle in 
Entzündungsreaktionen und der Apoptose. TNF wurde als eine durch Endotoxin 
induzierbare Substanz, die zu Nekrosen in Tumoren führt, entdeckt (Carswell et al., 
1975). TNF wird von vielen verschiedenen Zellen, unter anderem von Keratinozyten 
(Köck et al., 1990), B- und T-Zellen (Tumanov et al., 2010), Endothelzellen (Imaizumi et 
al., 2000), Mastzellen (Bradding et al., 1994), Monozyten (Kelker et al., 1985) und 
Makrophagen (Fehrenbach et al., 2003; Clavel et al., 2008), sezerniert. Pro-TNF ist ein 
26 kDa großes Transmembranprotein (Kriegler et al., 1988). Es ist ein Vorläuferprotein, 
das durch eine membran-gebundene Metalloproteinase, der TACE, bearbeitet wird . So 
Einleitung | 31 
 
entsteht das reife lösliche 17 kDa große TNF (Moss et al., 1997; Black et al., 1997). TNF 
bindet an zwei verschiedene Rezeptoren: TNFR1 (auch p55/p60 genannt) und TNFR2 
(auch p75/p80 genannt) (Vandenabeele et al., 1995; Brockhaus et al., 1990; Loetscher 
et al., 1990). Durch die Rezeptoraktivierung kann zum einen Apoptose ausgelöst 
werden (Tartaglia et al., 1993; Polunovsky et al., 1994; Wang et al., 2008b) (vgl. 
1.6.2.2). Zum anderen reguliert TNF inflammatorische Prozesse. So werden 
beispielsweise die COX-2 (Mitchell et al., 1994), IL-1, PGE2 (Bachwich et al., 1986), IL-8 
(Smart und Casale, 1994) und IL-6 (Tseng et al., 2010) durch TNF induziert. Weiterhin 
fördert TNF die transendotheliale Migration neutrophiler Granulozyten (Smart und 
Casale, 1994).  
In der Skelettmuskulatur führt TNF zu Muskelatrophie (Reid und Li, 2001; Li et al., 
2003; Larichaudy et al., 2012) und verstärkter Glykolyse (Remels et al., 2015). Es ist 
ferner ein Regulator von Myogenese und Muskelregeneration (Chen et al., 2007) und 
inhibiert die Myoblastendifferenzierung (Meyer et al., 2015).  
 
1.8 Mitochondrien 
Mitochondrien sind Zellorganellen, die zwei Membranen besitzen: die äußere und die 
innere Membran. Zwischen den beiden Membranen liegt der Intermembranraum. Die 
innere Membran umgibt die Matrix und ist stark gefaltet. So entstehen die 
sogenannten Cristae (Abbildung 9). In der inneren Membran sind die Enzyme der 
Atmungskette und die ATP-Synthase lokalisiert (McBride et al., 2006). Durch oxidative 
Phosphorylierung entsteht hier aus ADP und Phosphat ATP (Hüttemann et al., 2007). 
Ferner nehmen Mitochondrien am Pyruvatstoffwechsel teil. Das cytosolische Pyruvat, 
das vor allem als Endprodukt der Glykolyse vorkommt, diffundiert in den 
Intermembranraum der Mitochondrien und wird über den mitochondrialen Pyruvat-
Träger (engl. „mitochondrial pyruvate carrier“ [MPC]) in die Matrix transportiert, wo es 
im Citrat-Zyklus weiter verstoffwechselt wird (Herzig et al., 2012; Bricker et al., 2012; 
Gray et al., 2014). Ein großer Anteil des Pyruvats wird allerdings im Cytosol unabhängig 
von Mitochondrien zu Laktat reduziert (Gray et al., 2014). 
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Abbildung 9: Übersicht über den Aufbau eines Mitochondriums (modifiziert nach Cooper, 2000).  
 
Reaktive Sauerstoffspezies (ROS), wie z.B. Wasserstoffperoxid (H2O2) oder Superoxid-
Anion (O2
-), werden von Mitochondrien als Nebenprodukte innerhalb der 
Atmungskette gebildet (Chen et al., 2003; Guzy et al., 2005; Quinlan et al., 2013). 
Angriffsorte der ROS sind beispielsweise die mitochondriale DNA (Esposito et al., 
1999), Proteine (Ischiropoulos und Al-Mehdi, 1995) oder Lipide (Domijan et al., 2014), 
die dadurch geschädigt werden können. Andererseits fungieren ROS als wichtige 
Regulatoren intrazellulärer Signalwege (Finkel, 2011). Geschädigte Mitochondrien 
können durch Mitophagie abgebaut werden. Dies bezeichnet einen Prozess, bei dem 
durch Autophagie selektiv Mitochondrien beseitigt werden (Lemasters, 2005). Hierbei 
erfolgt die Sequestration der Mitochondrien in Vesikel, die von einer Doppelmembran 
umgeben sind, den sogenannten Autophagosomen. Diese werden ihrerseits  in den 
Lysosomen abgebaut (Ashrafi und Schwarz, 2013). Mitophagie kann beispielsweise 
durch oxidativen Stress in Form von ROS induziert werden (Frank et al., 2012; Wang et 
al., 2012). Interessanterweise wurde nachgewiesen, dass länglich geformte 
Mitochondrien gegenüber Mitophagie, ausgelöst durch ROS oder Fasten, resistenter 
sind (Gomes et al., 2011; Wang et al., 2012; Rambold et al., 2011). In den 
Mitochondrien sind allerdings auch Enzyme mit antioxidativer Funktion lokalisiert. Zu 
diesen gehört beispielsweise die Superoxiddismutase 2 (Sod2) (Weisiger und Fridovich, 
1973). Diese katalysiert die Umwandlung von O2
- zu H2O2 (McCord und Fridovich, 
1969). Nach Inaktivierung des Sod2-Gens von Mäusen kam es zur oxidativen 
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Mitochondrien besitzen ferner eine Rolle in der Induktion der Apoptose über den 
intrinsischen Signalweg (vgl. 1.6.2.1).  
In der humanen Skelettmuskulatur können drei große Gruppen an Muskelfasertypen 
unterschieden werden. Diese unterscheiden sich unter anderem in der 
Mitochondrienanzahl und ihrem Stoffwechsel. Während langsam kontrahierende Typ 
I-Fasern viele Mitochondrien besitzen und ein oxidativer Stoffwechsel vorliegt, 
besitzen schneller kontrahierende Typ II-Fasern wenige Mitochondrien und einen 
oxidativ bis wenig glykolytischen (Typ IIa) oder glykolytischen Stoffwechsel (Typ IIx) 
(Böhni et al., 2015). Erkrankungen der Mitochondrien können in der Skelettmuskulatur 
zu Myopathien führen. Hiervon sind in absteigender Häufigkeit in der 
Skelettmuskulatur die Augenmuskeln, die proximale/axiale Muskulatur, die bulbäre 
Muskulatur und zuletzt die distale Muskulatur betroffen (Pfeffer und Chinnery, 2013).  
Weiterhin existiert möglicherweise ein Zusammenhang zwischen mitochondrialer 
Dysfunktion und Fatigue. Eine Übersicht hierzu liefert ein aktuelles Review aus dem 
Jahr 2014 (Filler et al., 2014). 
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1.9 Ziele und Fragestellung der Arbeit 
In der Arbeit sollen unter Verwendung des FMS-Tiermodells mittels intermittierendem 
Kältestress (ICS) morphologische und molekulare Veränderungen der 
Skelettmuskulatur (M. gastrocnemius und M. soleus) untersucht und dadurch mögliche 
neue pharmakologische und therapeutische Ansätze zur Behandlung des FMS 
gefunden werden.  
Ferner soll die Arbeit ermitteln, ob im FMS-Tiermodell geschlechts- bzw. 
skelettmuskelspezifische Unterschiede existieren.  
Hierzu stehen vier Tiergruppen zur Verfügung: 1. Männliche Kontroll-Tiere, 2. 
männliche ICS-Tiere, 3. weibliche Kontroll-Tiere, 4. weibliche ICS-Tiere. Die ICS-Tiere 
wurden intermittierendem Kältestress ausgesetzt, während die Kontroll-Tiere bei 
Raumtemperatur gehalten wurden.  
Es wird ein möglicher Einfluss von ICS auf die Morphologie der Skelettmuskulatur am 
Besipiel des M. gastrocnnemius und des M. soleus untersucht. Hierbei wird die 
Muskulatur in Hinblick auf die Kapillarisierung, Faserdichte, Faserfläche, 
Fasertypkomposition, Glykogengehalt und Innervation untersucht. 
Weiterhin soll die Expression von Genen und Proteinen in der Skelettmuskulatur, 
welche Angiogenese, Entzündung, Apoptose, Atrophie, Innervation und oxidativen 
Stress betreffen, betrachtet werden. 
Ferner werden auf subzellulärer Ebene (elektronenmikroskopisch) die Anzahl und 
Größe der Mitochondrien bestimmt und deren Morphologie qualitativ bewertet. 
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Autoklav Heratherm Oven OMS 100 Fisher Scientific GmbH, Schwerte 
Bioanalyzer 2100 Agilent Technologies Inc., Santa Clara, USA 
Biofuge Fresco Heraeus Holding GmbH, Hanau 
Brutschrank B 5042 Heraeus Holding GmbH, Hanau 
Bunsenbrenner FIREBOY plus  INTEGRA Biosciences GmbH, Fernwald 
Chip Priming Station Agilent Technologies Inc., Santa Clara, USA 
Elektronenmikroskop Zeiss EM 10 C  Carl Zeiss AG, Oberkochen 
Farbkamera AxioCam MRc Carl Zeiss AG, Oberkochen 
FluoView FV1000 Konfokalmikroskop Olympus GmbH, Hamburg 
KMR3 Glass Knifemaker  Leica Microsystems CMS GmbH, Wetzlar 
Kryostat Hyrax C 60 Carl Zeiss AG, Oberkochen 
Magnetrührer IKAMAG® RET-GS, beheizt IKA®-Werke GmbH & CO. KG, Staufen 
Mikroskop Axio Imager. M2 Carl Zeiss AG, Oberkochen 
Mikroskop BH-2 Olympus GmbH, Hamburg 
MJ-Research PTC-200 Thermocycler Global Medical Instrumentation Inc., Ram-
sey, USA 
Multipette plus Eppendorf AG, Hamburg 
NanoDrop 2000C, UV-Vis Spectrophotome-
ter 
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA 
pH-Meter 761 Calimatic. Knick Elektronische Messgeräte GmbH & Co. 
KG, Berlin 
Pipetman Classic P10, P20, P100, P200, 
P1000 
Gilson Inc., Middleton, USA 
Thermoshaker PHMT-PSC-15 Grant Instruments Ltd., Cambridge, UK 
Thermozykler Mx3005P QPCR Systems Agilent Technologies Inc., Santa Clara, USA 
TKA GenPure mit xCAD Dispenser Thermo Electron LED GmbH, Niederelbert 
Ultramikrotom Reichert Ultracut S Leica Microsystems CMS GmbH, Wetzlar 
UV Sterilizing PCR Workstation PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen 
Vortexer MS 3 IKA®-Werke GmbH & CO. KG, Staufen 
Waage KB 3600-2N Kern & Sohn GmbH, Balingen 
Zentrifuge Perfect Spin P PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen 
Zentrifuge Pico 17 Heraeus Holding GmbH, Hanau 
Tabelle 1: Liste der verwendeten Geräte.  
 
 





96-Loch-Platte Agilent Technologies Inc., Santa Clara, USA 
Combitips plus, 0,5 mL Eppendorf AG, Hamburg 
Deckgläser, 24 x 32 mm Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig 
Diamantmesser Ultra Diatome AG, Biel, Schweiz 
Disposable Microtome Blades SEC35e Microm International GmbH, Walldorf 
Einmalkanüle Sterican®, 21G B. Braun Melsungen AG, Melsungen 
Einmalskalpell FEATHER Safety Razor Co., Ltd., Osaka, Japan 
Einmalspritze Omnifix® 40 Duo B. Braun Melsungen AG, Melsungen 
Filterspitze, 1-200 µl, steril STARLAB GmbH, Hamburg 
Filterspitze, SafeSeal Tips Premium Cell Sav-
er, 0,1-1000 µl, steril 
Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf 
Glass strips 6.4 x 400 x 25 mm Leica Microsystems CMS GmbH, Wetzlar 
Netzträger (Grids), 200 mesh Plano GmbH, Wetzlar 
Microcentrifuge Tube w/ lid, 0,5 mlL BrandTech Scientific Inc., Essex, UK 
Objektträger mit Mattrand Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig 
Safe Seal Micro Tube, 1,5 mL und 2 mL SARSTEDT AG & Co., Nümbrecht 
Tube, 15 ml und 50 mL SARSTEDT AG & Co., Nümbrecht 
Verschlussstreifen für 96-Loch-Platte Agilent Technologies Inc., Santa Clara, USA 
Tabelle 2: Liste der verwendeten Verbrauchsmaterialien.  
 
2.1.3 Reagenzien und Substanzen 
 
Reagenzien/ Substanzen Hersteller 
10x Reaktionspuffer mit MgCl2 Fisher Scientific, Schwerte 
2-Methylbutan (Isopentan), ≥ 99 % Sigma-Aldrich Co. LLC, ST. Louis, USA 
2,4,6-Tri-(dimethylaminomethyl)phenol  SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg 
2-Dodecenyl-Bernsteinsäureanhydrid SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg 
Adenosin-5´-triphosphat Dinatriumsalz Hyd-
rat (ATP), Grad I, ≥ 99 % 
Sigma-Aldrich Co. LLC, ST. Louis, USA 
Ammoniumsulfid-Lösung, 21 % Sigma-Aldrich Co. LLC, ST. Louis, USA 
Ampuwa, Wasser für Injektionszwecke Fresenius Kabi AG, Bad Homburg 
Blei(II)-nitrat Honeywell Specialty Chemicals Seelze GmbH, 
Seelze 
Bovines Serumalbumin; Fraktion V PAA Laboratories GmbH, Pasching, Öster-
reich 
Calciumchlorid-Dihydrat Merck KGaA, Darmstadt 
Chloroform Merck KGaA, Darmstadt 
Cobalt(II)-chlorid Hexahydrat Sigma-Aldrich Co. LLC, ST. Louis, USA 
D-(+)-Galactose , ≥ 99 % (G0750) Sigma-Aldrich Co. LLC, ST. Louis, USA 
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DePeX Eindeckmittel Gurr®  VWR International Ltd., Poole, UK 
Destilliertes Wasser, DNase/RNase frei Life Technologies GmbH, Darmstadt 
di-Natriumtetraborat-Decahydrat Merck KGaA , Darmstadt 
Dimethylarsinsäure Natriumsalz-Trihydrat AppliChem GmbH, Darmstadt 
DNase I, RNase-frei  Thermo Scientific, Schwerte 
dNTP Mix Agilent Technologies Inc., Santa Clara, USA 
Dulbecco’s PBS (1x) (without Ca & Mg) PAA Laboratories GmbH, Pasching, Öster-
reich 
Dulbecco’s PBS (Powdered Buffer, without 
Ca & Mg) 
PAA Laboratories GmbH, Pasching, Öster-
reich 
EDTA (Ethylendiamintetraessigsäure) Thermo Scientific, Schwerte 
Eosin G Merck KGaA, Darmstadt 
Essigsäure 100 %  Merck KGaA, Darmstadt 
Ethanol ≥ 99,7 %, unvergällt SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg 
Ethanol 70 % AppliChem GmbH, Darmstadt 
Ethanol 96 %  Sigma-Aldrich Co. LLC, ST. Louis, USA 
Flüssigstickstoff Linde AG, München 
Gelatinekapseln Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Glutaraldehyd 25 % (wässrige Lösung) SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg 
Glycidether 100 SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg 
Glycin Merck KGaA, Darmstadt 
Hämalaunlösung sauer nach Mayer Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Hoechst 33342 Invitrogen, Eugene, USA 
Isopropanol ≥ 99,7% AppliChem GmbH, Darmstadt 
Kaisers Glyceringelatine (Eindeckmittel) Merck KGaA, Darmstadt 
Kaliumchlorid J.T.Baker, Deventer, Niederlande 
Kaliumhexacynaoferrat(II)-Trihydrat Merck KGaA, Darmstadt 
Kaliumhydroxid Plätzchen, rein Merck KGaA, Darmstadt 
Lectin von Bandeiraea simplicifolia, Biotin-
konjugiert (L3759) 
Sigma-Aldrich Co. LLC, ST. Louis, USA 
Lectin von Bandeiraea simplicifolia,  
Isolectin B4 (BSI-B4),  POD-konjugiert (L5391) 
Sigma-Aldrich Co. LLC, ST. Louis, USA 
Methylnadicanhydrid SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg 
Natronlauge (NaOH [1 mol/l]) Merck KGaA, Darmstadt 
Oligo (dt)18-Primer Fisher Scientific, Schwerte 
Osmiumtetroxid SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg 
Paraformaldehyd  Merck KGaA, Darmstadt 
peqGOLD TriFast PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen 
Perjodsäure Sigma-Aldrich Co. LLC, ST. Louis, USA 
Peroxid-Puffer Roche Diagnostics Deutschland GmbH, 
Mannheim 
Pferdeserum (Donor Horse Serum) PAA Laboratories GmbH, Pasching, Öster-
reich 
Pikrinsäure  Merck KGaA, Darmstadt 
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Propylenoxid SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg 
Pyronin G  WALDECK GmbH & Co. KG, Division Chroma, 
Münster 
QPCR Mouse Reference Total RNA (750600) Agilent Technologies Inc., Santa Clara, USA 
RiboLock RNase Inhibitor Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA 
RNase Away Molecular BioProducts Inc., San Diego, USA 
Salzsäure 1 mol/l  Merck KGaA, Darmstadt 
Schiff´s Reagenz Sigma-Aldrich Co. LLC, ST. Louis, USA 
Schweineserum (Porcine Serum) PAA Laboratories GmbH, Pasching, Öster-
reich 
Shandon Immu-Mount  Fisher Scientific GmbH, Schwerte 
Streptavidin, Cy2-konjugiert Jackson ImmunoResearch Laboratories. Inc., 
West Grove, USA 
Tissue-Tek Sakura Finetek Europe B.V., Alphen aan den 
Rijn, Niederlande 
Toluidinblau O SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg 
Tri-Natriumcitrat-Dihydrat Merck KGaA, Darmstadt 
Triton X-100 Sigma-Aldrich Co. LLC, ST. Louis, USA 
Uranylacetat- Dihydrat SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg 
Wasserstoffperoxid 30 % Merck KGaA, Darmstadt 
Xylol (Isomere) > 98 %, rein Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
α-Bungarotoxin, Biotin-XX-konjugiert Life Technologies GmbH, Darmstadt 
Tabelle 3: Liste der verwendeten Reagenzien und Substanzen.  
 
2.1.4 Verwendete Kits 
 
Kit Inhalt Hersteller 
Affinity Script Multiple Tem-
perature Reverse Transcrip-
tase 
 AffinityScript Multiple 
Temperature Reverse 
Transcriptase 
 10x AffinityScript RT 
Puffer 
 100 mM DTT 
Agilent Technologies Inc., 
Santa Clara, USA 




 Agilent RNA 6000 Lad-
der 
 RNA Nano Dye Kon-
zentrat 
 Agilent RNA 6000 Nano 
Marker 
 Agilent RNA 6000 Nano 
Gel Matrix 
Agilent Technologies Inc., 
Santa Clara, USA 
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Brilliant III Ultra-Fast SYBR® 
Green QPCR Master Mix 
 2× Brilliant III Ultra-Fast 
SYBR® Green QPCR 
Master Mix 
 ROX Reference dye (1 
mM) 
Agilent Technologies Inc., 
Santa Clara, USA 
Diaminobenzidin (DAB, POD-
Substrat) 






StreptABComplex/POD  Streptavidin 
























































Sekundärantikörper     







West Grove, USA 
1:100 
















STAR72 AbD Serotec, 
Kidlington, UK 
1:100 
Tabelle 5: Liste der verwendeten Primär- und Sekundärantikörper mit den eingesetzten Konzentrationen.  
 
2.1.6 Primer 
Alle verwendeten Primer stammen von der Firma Qiagen GmbH, Hilden; Deutschland. 
 
Primer Symbol Amplikonlänge (bp) Katalognummer 
Actin, beta Actb  77 QT01136772 
B cell leukemi-
a/lymphoma 2 
BCL2 104 QT02392292 
BCL2-associated X 
protein 
Bax 78 QT00102536 
Caspase 3 Casp3 150 QT01164779 
CD68 antigen CD68 67 QT00254051 
Cholinergic receptor, 
nicotinic,α polypep-
tide 1 (muscle) 
Chrna1 94 QT00109942 




Gapdh 144 QT01658692 
Interleukin 1-β Il1β 150 QT01048355 
Interleukin 6 Il6 128 QT00098875 
Kinase insert domain 
protein receptor 
Kdr 95 QT02519972 
Macrophage migrati-
on inhibitory factor 
MIF 95 QT00247618 
Notch gene homolog 
1 (Drosophila) 
Notch1 102 QT00156982 
Notch gene homolog 
3 (Drosophila) 




COX- 2 95 QT00165347 
Ribosomal protein 
L32 
Rpl32 88 QT01752387 
Superoxide dismuta-
se 2, mitochondrial 
Sod2 159 QT00161707 
Suppressor of cytoki-
ne signaling 3 
Socs3 90 QT02488990 
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TATA box binding 
protein 
Tbp 114 QT00198443 
Tripartite motif-
containing 63 
Trim63 116 QT00291991 
Tumor necrosis fac-
tor 
Tnf 112 QT00104006 
Vascular endothelial 
growth factor A 
Vegfa 117 QT00160769 
Vascular endothelial 
growth factor B 
Vegfb 125 QT01059863 




Anwendung/Gerät Software Firma 
Elektronenmikroskopie ImageSP Viewer 1.1.2.39 SYSPROG, Minsk, Weißruss-
land 
Grafische Darstellungen Microsoft Excel 2010 Microsoft Corporation, 
Redmond, USA 
Detektion des besten  
„house-keeping“ Gens 
NormFinder.xla Molecular Diagnostics La-
boratories, Covington, USA 
Licht- und Fluoreszenzmikro-
skopische Aufnahmen  
AxioVision Release 4.8.2 Carl Zeiss, AG, Oberkochen 
Lichtmikroskopische Auswer-
tung 
Image J 1.45s National Institutes of Health, 
USA 
Real Time PCR MxPro QPCR Software Agilent Technologies Inc., 
Santa Clara, USA 
Statistische Analyse Sigma Plot 12.0 Systat Software, Inc, Chica-
go, USA 
Tabelle 7: Liste der verwendeten Software.  
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2.2 Methoden 
2.2.1 Intermittierender Kältestress (ICS)-Mausmodell 
Es wurde das Tiermodell des ICS verwendet, das zur Untersuchung des FMS genutzt 
wird (Nishiyori et al., 2010).  
Während die ICS-Tiere dem ICS ausgesetzt waren, wurden die Kontrolltiere die 
gesamte Zeit bei 22 ± 2 °C gehalten. Die ICS-Tiere wurden jeweils von 16:30 Uhr bis 
10.00 Uhr bei 4 °C gehalten. Zwischen 10:00 Uhr und 16:30 Uhr wurde die Temperatur 
jeweils im 30-minütigen Wechsel zwischen 22 ± 2 °C und 4 °C variiert (Abbildung 10). 
An Tag 3 wurden die Tiere nach einer Stunde Adaption bei Raumtemperatur getötet 
(Abbildung 10). Beide Tiergruppen hatten freien Zugang zu Trinkwasser und Futter. Ein 
vom Regierungspräsidium Gießen genehmigter Tierversuchsantrag liegt vor (V 54 - 19 c 
20 15 (1) MR 20/19 Nr. 8/2012).  
 
Abbildung 10: Behandlungsverlauf der ICS-Tiere.  
 
2.2.2 Materialgewinnung und Materialvorbereitung 
Für das Mausmodell wurden insgesamt 18 männliche und 17 weibliche je sechs 
Wochen alte C57BL/6N-Mäuse herangezogen. Von diesen wurde ein M. triceps surae 
(M. soleus und M. gastrocnemius) freipräpariert, für (immun)histochemische, 
molekularbiologische und elektronenmikroskopische Untersuchungen entnommen 

























Tag 0 Tag 1 Tag 2 Tag 3
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Materialvorbereitung für (immun)histochemische und molekularbiologische 
Untersuchungen: 
1. Nach Entnahme des Gewebes Bettung der Gewebeproben auf Tissue Tek. 
2. Schockgefrieren mit Flüssigstickstoff-gekühltem 2-Methylbutan und Lagerung 
bei –80 °C. 
3. Anfertigung von 7 µm dicken Muskelquerschnitten für die (Immun)histochemie 
mit Hilfe eines Kryostat bei -25 °C und Lagerung bei –80 °C. 
 
Materialvorbereitung für die molekularbiologische Analyse: 
1. Auswählen von Gewebe von jeweils fünf weiblichen und fünf männlichen 
Tieren aus ICS- bzw. Kontrolltieren. 
2. Präparation von jeweils einer circa 3 mm³ großen Gewebeproben des M. 
gastrocnemius und eine circa 1 mm³ große Probe des M. soleus pro Tier mit 
Hilfe von Einwegskalpellen und einer Pinzette bei –40 °C. 
3. Überführen der Gewebeproben in autoklavierte und gekühlte Cups. 
4. Schockgefrieren der Cups in Flüssigstickstoff und Lagerung bei -80 °C bis zur 
weiteren Verwendung. 
 
Materialvorbereitung für die elektronenmikroskopischen Untersuchungen: 
1. Präparation des Gewebes in 0,1 M Cacodylatpuffer (vgl. 2.2.5.2) und 
Zuschneiden auf eine Größe von ca. 1 mm x 1 mm x 1 mm nach Entnahme der 
Muskelproben. 
2. Immersionsfixation in Ito-Fixans (vgl 2.2.5.2) und Lagerung der Proben bei 4 °C 
bis zur weiteren Verwendung. 
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2.2.3 Färbungen 
2.2.3.1 Übersichtsfärbung mit Hämatoxylin/Eosin 
Von den angefertigten Kryoschnitten wurden zur Orientierung im Präparat und zur 
Überprüfung der Schnittebene HE-Färbungen angefertigt (Abbildung 11).  
 
Abbildung 11: Übersicht über ein Muskelpräparat. HE-Färbung. Originalvergrößerung: x40.  
Leerzeichen  
Durchführung: 
1. Zur Kernfärbung Inkubation der Präparate für 30 Sekunden in Hämalaun nach 
Meyer. 
2. Bläuen der Kerne für zehn Minuten unter fließendem Leitungswasser. 
3. Zur Cytoplasmafärbung Inkubation der Muskelschnitte für vier Minuten in 0,2 % 
wässrigem Eosin G. 
4. Waschen für vier Minuten in A. dest.  
5. Entwässerung in einer Alkoholreihe (96 % Ethanol, ≥ 99,7 % Isopropanol, ≥ 99,7 % 
Isopropanol, jeweils vier Minuten) und anschließende Inkubation für insgesamt 
zwölf Minuten in > 98 % Xylol. 
M. gastrocnemius M. plantaris
M. gastrocnemius
M. soleus
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6. Eindecken der Schnitte mit Hilfe von DePex unter einem Deckglas. 
 
2.2.3.2 Kapillarfärbung mit Lectin von Bandeiraea simplicifolia (Isolectin B4) 
Zum Anfärben der Kapillaren in den Muskelschnitten wurde das peroxidase-
konjugierte Isolectin B4 von Bandeiraea simplicifolia (BSI-B4) verwendet. Das Isolectin 
B4 bindet spezifisch an terminale α-Galactosyl-Reste und wird zum Färben von 
Endothel verwendet (Kirkeby et al., 1993). Die an das hier verwendete Lectin 
konjugierte Peroxidase oxidiert das in der Reaktion eingesetzte DAB zu einem braunen 
Endprodukt, das zur Identifizierung der Gefäße führt. 
 
Ansetzen der benötigten Substanzen und Reagenzien: 
Lösung 1: 0,01 % Tritonlösung 
 Verdünnung von Triton X-100 mit PBS zu einer 0,01 % Tritonlösung. 
Lösung 2: Lectin-Inkubationslösung 
 Herstellung einer Lectin-Inkubationslösung mit einer Konzentration von 40 
µg/mL (aus Lösung 1). 
Lösung 3: Galactose-Lectin-Lösung (negative Kontrolle) 
 Anfertigung einer Galactose-Lectin-Lösung (Lectin 40 µg/mL / D-(+)-Galactose 
80 µg/mL). 
 Zur Lectin-Galactose-Bindung Lagerung für 30 min bei 37 °C. 
 
Durchführung: 
1. Fixierung der Schnittpräparate für zehn Minuten in 4 % PFA. 
2. Waschen der Muskelquerschnitte für dreimal fünf Minuten in PBS. 
3. Blocken der endogenen Peroxidase für 15 Minuten mit 0,05 % H2O2. 
4. Waschen für zweimal fünf Minuten in PBS. 
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5. Überschichten der Präparate mit der Lectin-Inkubationslösung (Lösung 2) oder der 
Galactose-Lectin-Lösung (Lösung 3) und Inkubation in einer feuchten Kammer bei 
37 °C für eine Stunde. 
6. Waschen für dreimal fünf Minuten in PBS. 
7. Bedecken der Schnitte mit dem DAB-Substrat (1:10 mit PBS verdünnt) für fünf 
Minuten. 
8. Waschen für dreimal fünf Minuten mit PBS. 
9. Kernfärbung der Präparate für 30 Sekunden in Hämalaun nach Meyer. 
10. Bläuen der Kerne für zehn Minuten unter fließendem Leitungswasser. 
11. Entwässerung in einer Alkoholreihe (96 % Ethanol, ≥ 99,7 % Isopropanol, ≥ 99,7 % 
Isopropanol, jeweils vier Minuten) und anschließende Inkubation für insgesamt 
zwölf Minuten in > 98 % Xylol. 
12. Eindecken der Schnitte mit Hilfe von DePex unter einem Deckglas. 
Bei den Negativkontrollen wurden die Schnitte anstelle der Lectin-Inkubationslösung 
(Lösung 2) mit der Galactose-Lösung (Lösung 3) überschichtet und bei 37 °C für eine 
Stunde inkubiert. Danach wurden sie bis zum Eindecken unter einem Deckglas wie 
bereits oben geschildert versorgt.  
 
2.2.3.3 ATPase-Färbung 
Um die unterschiedlichen Fasertypen in den Präparaten des M. gastrocnemius und des 
M. soleus zu identifzieren wurde bei den Schnittpräparaten die ATPase-Färbung 
verwendet (Abbildung 12). Hierdurch werden die Typ I-Fasern schwarz bis 
dunkelbraun, die Typ IIx-Fasern braun bis hellbraun und die Typ IIa-Fasern hellbraun 
bis weiß gefärbt und lassen sich so unterscheiden (Abbildung 17).  
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Abbildung 12: Übersicht über ein Muskelpräparat. ATPase-Färbung. Originalvergrößerung: x40. 
 
Ansetzen der benötigten Substanzen und Reagenzien: 
Lösung 1: Saurer Vorinkubationspuffer 
 Hinzufügen von 7,46 g KCl (0,1 M) und 3,6 mL 100 % Essigsäure ad 1000 mL 
Ampuwa . 
 pH-Einstellung mit KOH auf pH = 4,6. 
Lösung 2: Ausgleichspuffer 
 Hinzugeben von 0,751 g Glycin (40 mM) und 0,735 g CaCl2  (20 mM) ad 250 mL 
Ampuwa.  
 pH-Einstellung mit KOH auf pH = 9,4. 
Lösung 3: ATP-Inkubationslösung 
 pH-Einstellung von 10 mL des Ausgleichspuffers (Lösung 2) mit KOH auf pH = 
9,7. 
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 Es entsteht eine leicht trübe Lösung.  
Lösung 4 : 1 % Calciumchlorid-Lösung 
 Hinzugeben und Lösen von 6,62 g CaCl2 ad 500 mL A. dest. 
Lösung 5: 2 % Cobaltchlorid-Lösung 
 Hinzufügen und Lösen von 3,66 g CoCl2 ad 100 mL A. dest.  
Lösung 6: 1 % Ammoniumsulfid-Lösung 
 Hinzugeben von 11,9 mL 21 % Ammoniumsulfidlösung ad 250 mL A. dest. 
 
Durchführung: 
1. Präinkubation der Schnittpräparate für fünf Minuten im sauren 
Vorinkubationspuffer (Lösung 1) bei Raumtemperatur. 
2. Platzieren der Muskelquerschnitte in eine Küvette mit Ausgleichspuffer (Lösung 2) 
für eine Minute. 
3. Überschichten der Kryoschnitte mit der ATP-Inkubationslösung (Lösung 3) und 
Inkubation für 18 Minuten bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer. 
4. Waschen für jeweils dreimal 30 Sekunden in der 1 % CaCl2-Lösung (Lösung 4). 
5. Komplexieren des Phosphats in der 2 % CoCl2-Lösung (Lösung 5) für drei Minuten. 
6. Waschen für dreimal 30 Sekunden in A. dest. 
7. Eintauchen der Muskelschnitte in die 1 % Ammoniumsulfidlösung (Lösung 6) für 30 
Sekunden. 
8. Zweimaliges Waschen für jeweils eine Minute in A. dest.  




Um die intramuskuläre Glykogenspeicherung darzustellen wurde bei Kryoschnitten 
eine PAS (engl. „periodic acid-Schiff reaction“)-Färbung durchgeführt. Dabei färbt sich 
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das in Muskelzellen vorhandene Glykogen purpurrot. Die Zellkerne sind nach 
Verwendung von Hämalaun (nach Meyer) blau gefärbt. 
 
Ansetzen der benötigten Substanzen und Reagenzien: 
Lösung 1: 1 % Perjodsäure 
 Lösen von 1 g Perjodsäure in 100 mL A. dest. 
 
Durchführung: 
1. Fixierung der Kryoschnitte in 4 % PFA für zehn Minuten. 
2. Waschen unter fließendem Leitungswasser für eine Minute. 
3. Überschichten mit 1 % Perjodsäure (Lösung 1) und Inkubation für 5 Minuten bei 
Raumtemperatur. 
4. Waschen mit A. dest. für dreimal fünf Minuten. 
5. Inkubation der Schnitte für 15 Minuten bei Raumtemperatur in einer Küvette mit 
Schiff´s Reagenz. 
6. Waschen unter fließendem Leitungswasser für fünf Minuten. 
7. Kernfärbung der Präparate für 30 Sekunden in Hämalaun nach Meyer. 
8. Bläuen der Kerne für zehn Minuten unter fließendem Leitungswasser. 
9. Entwässerung in einer Alkoholreihe (96 % Ethanol, ≥ 99,7 % Isopropanol, ≥ 99,7 % 
Isopropanol, jeweils vier Minuten) und anschließende Inkubation für insgesamt 
zwölf Minuten in > 98 % Xylol. 
10. Eindecken der Schnitte mit Hilfe von DePex unter einem Deckglas. 
 
2.2.3.5 α-Bungarotoxin-Färbung 
Zur Darstellung und Analyse der motorischen Endplatten der Muskelfasern wurde das 
aus dem Schlangengift der Kraits Bungarus multicinctus extrahierte α-Bungarotoxin 
verwendet. Dieses bindet irreversibel an postsynaptische nikotinerge 
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Acetylcholinrezeptoren an der motorischen Endplatte (Nirthanan und Gwee, 2004). 
Die Reaktion erfolgt in der hier verwendeten Methode mit Hilfe der starken Affinität 
von Streptavidin für Biotin.  
 
Ansetzen der benötigten Substanzen und Reagenzien: 
Lösung 1: 2 % Rinderalbumin-Lösung 
 Herstellen einer 10 % Rinderalbumin-Lösung mit Hilfe von Rinder-
Serumalbumin und A. dest. 
 Verdünnen auf 2 % Rinderalbumin-Lösung mit PBS. 
Lösung 2: Streptavidin-Biotin-Enzymkomplex-Lösung 
 Versetzen von 5 mL PBS mit einem Tropfen Streptavidin und einem Tropfen 
biotinylierter Peroxidase. 
 Vor der Anwendung muss diese Lösung für ungefähr 30 Minuten inkubieren. 
 
Durchführung: 
1. Fixierung der Schnittpräparate für zehn Minuten in 4 % PFA. 
2. Waschen für dreimal fünf Minuten in PBS. 
3. Blocken der endogenen Peroxidase durch Inkubation der Schnitte für fünf Minuten 
in 3 % H2O2. 
4. Überschichten der Muskelquerschnitte über Nacht mit dem biotinylierten 
α-Bungarotoxin (2 ng/µl). 
5. Waschen für dreimal fünf Minuten in PBS. 
6. Blocken der endogenen Peroxidase durch Inkubation der Schnitte für 20 Minuten 
mit der 2 % Rinderalbuminlösung (Lösung 1). 
7. Einmal fünf Minuten mit PBS waschen. 
8. Überschichten der Präparate mit der Streptavidin–Biotin-Enzymkomplex-Lösung 
(Lösung 2). 
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9. Waschen für dreimal fünf Minuten in PBS. 
10. Bedecken der Schnitte mit der DAB-Substrat-Lösung (1:10 verdünnt mit PBS) für 
fünf Minuten. 
11. Fünfmaliges Waschen mit PBS für jeweils drei Minuten. 
12. Kernfärbung der Präparate für 30 Sekunden in Hämalaun nach Meyer. 
13. Bläuen der Kerne für zehn Minuten unter fließendem Leitungswasser. 
14. Entwässerung in einer Alkoholreihe (96 % Ethanol, ≥ 99,7 % Isopropanol, ≥ 99,7 % 
Isopropanol, jeweils vier Minuten) und anschließende Inkubation für insgesamt 
zwölf Minuten in > 98 % Xylol. 
15. Eindecken der Schnitte mit Hilfe von DePex unter einem Deckglas. 
 
Bei den Negativkontrollen wurden die Schnitte über Nacht mit PBS, anstelle von α-
Bungarotoxin, inkubiert. Danach erfolgte die oben beschriebene weitere Behandlung. 
 
2.2.3.6 Immunhistochemische Einfachfärbungen 
Die Muskelschnitte wurden mit folgenden Antikörpern für immunhistochemische 
Untersuchungen inkubiert: anti-CD68, anti-Fbxo32, anti-IL-1β, anti-MIF, anti-MuRF1.  
 
Durchführung: 
1. Fixierung der Gewebeschnitte in 4 % PFA für zehn Minuten. 
2. Waschen für dreimal fünf Minuten in PBS. 
3. Blocken der endogenen Peroxidase mit 1 % H2O2 für zwei Minuten. 
4. Waschen für zweimal fünf Minuten in PBS. 
5. Blocken unspezifischer Proteinbindungsstellen mit 1 % Schweine-/Pferdeserum für 
30 Minuten. 
6. Waschen mit PBS für einmal fünf Minuten. 
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7. Inkubation mit den jeweiligen Primärantikörpern in der jeweiligen Verdünnung 
(Tabelle 5) über Nacht bei 4 °C. 
8. Am nächsten Morgen Waschen der Präparate für dreimal fünf Minuten in PBS. 
9. Inkubation mit den jeweiligen POD-konjugierten Sekundärantikörpern in der 
jeweiligen Verdünnung (Tabelle 5) für eine Stunde im Wärmeschrank bei 37 °C. 
10. Waschen mit PBS für zweimal fünf Minuten. 
11. Visualisierung der Reaktion mit Hilfe des DAB-Substrats (1:10 verdünnt mir PBS). 
12. Waschen für dreimal fünf Minuten in PBS. 
13. Kernfärbung 
a) Bei Verwendung der Primärantikörper anti-Fbxo32, anti-IL-1β, anti-MIF und 
anti-MuRF1: 
 Kernfärbung mit Hilfe einer Hoechst 33342-Lösung (1 µg/mL) für 
fünf Minuten. 
 Waschen für fünfmal drei Minuten in PBS. 
 Eindecken der Schnitte mit Shandon Immu-Mount unter einem 
Deckglas. 
b) Bei Verwendung der Primärantikörper anti-CD68: 
 Kernfärbung der Präparate für 30 Sekunden in Hämalaun nach 
Meyer. 
 Bläuen der Kerne für zehn Minuten unter fließendem 
Leitungswasser. 
 Entwässerung in einer Alkoholreihe (96 % Ethanol, ≥ 99,7 % 
Isopropanol, ≥ 99,7 % Isopropanol, jeweils vier Minuten) und 
anschließende Inkubation für insgesamt zwölf Minuten in > 98 % 
Xylol. 
 Eindecken der Schnitte mit Hilfe von DePex unter einem Deckglas. 
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Die Negativkontrollen wurden über Nacht mit PBS (anstelle eines Primärantikörpers) 
überschichtet. Danach wurden sie wie die mit Primärantikörper inkubierten 
Muskelschnitte weiter behandelt.  
 
2.2.3.7 Immunhistochemische Doppelfärbungen 
Bei der immunhistochemischen Doppelfärbung der Muskelschnitte wurden 
Primärantikörper und ein biotingekoppeltes Lectin von Bandeiraea simplicifolia (BSI) 
auf dem selben Gewebeschnitt eingesetzt. Das biotingekoppelte Lectin wurde mit Hilfe 
eines Cy2-konjugierten Streptavidins detektiert. Die Doppelfärbetechnik wurde in 
Verbindung mit anti-COX-2-Antikörpern eingesetzt. Die Lokalisation der 
Primärantikörper (anti-COX-2) wurde mit Hilfe POD-konjugierter Sekundärantikörper 
und des DAB-Substrats sichtbar gemacht.  
Für die Untersuchung der Lokalisation von COX-2 in Gefäßen wurden biotinyliertes 
Lectin mit Cy2-konjugiertem Streptavidin und anti-COX-2 Primärantikörper mit Cy3-
konjugierten Sekundärantikörpern gleichzeitig auf einem Schnittpräparat verwendet. 
 
Durchführung: 
1. Behandlung der Muskelquerschnitte bis nach den Block- und Waschvorgängen wie 
bei der oben beschriebenen immunhistochemischen Einfachfärbung (vgl. 2.2.3.6). 
2. Gleichzeitige Inkubation mit den anti-COX-2 Primärantikörpern in der jeweiligen 
Konzentration (Tabelle 5) und dem biotin-konjugierten Lectin (10 µg/ml) über 
Nacht bei 4 °C. 
3. Waschen für dreimal fünf Minuten in PBS. 
4. Inkubation mit den Sekundärantikörpern 
a) Für die quantitative COX-2-Bestimmung: 
 Inkubation mit den POD-konjugierten Ziege anti-Kaninchen IgG 
Sekundärantikörpern für 50 Minuten im Wärmeschrank bei 37 °C. 
b) Für die Identifizierung der Co-Lokalisation von COX-2 in Gefäßen: 
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 Inkubation mit den Cy3-konjugierten Affe anti-Kaninchen IgG 
Sekundärantikörpern für 50 Minuten im Wärmeschrank bei 37 °C. 
5. Waschen der Schnitte für dreimal fünf Minuten in PBS. 
6. Inkubation mit dem Cy2-konjugierten Streptavidin (1:500 in PBS verdünnnt) für 20 
Minuten bei Raumtemperatur. 
7. Waschen für dreimal fünf Minuten in PBS. 
8. Visualisierung der Peroxidasereaktion mit Hilfe des DAB-Substrats (1:10 verdünnt 
mit PBS) (dieser Schritt entfällt bei den Schnitten zur Untersuchung der Co-
Lokalisation von COX-2 in Gefäßen). 
9. Waschen für dreimal fünf Minuten in PBS. 
10. Kernfärbung mit Hilfe einer Hoechst 33342-Lösung (1 µg/ml) für fünf Minuten. 
11. Waschen für fünfmal drei Minuten in PBS. 
12. Eindecken der Schnitte mit Shandon Immu- Mount unter einem Deckglas. 
 
Die Negativkontrollen wurden über Nacht mit dem biotin-konjugierten Lectin (10 
µg/mL) anstelle der Primärantikörper überschichtet. Ansonsten wurden sie genauso 
behandelt wie bereits oben beschrieben. 
Bei der gesamten Reaktion wurde darauf geachtet, dass, sobald ein fluoreszierender 
Farbstoff eingesetzt wurde, die Schnitte vor Licht geschützt waren und diese deshalb 
im Dunkeln inkubiert wurden. 
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2.2.4 Molekularbiologische Analyse der Muskelbiopsieproben 
2.2.4.1 Übersicht 
Mit Hilfe der quantitativen Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (qRT-
PCR) lässt sich die Expression eines spezifischen Genabschnittes quantitativ messen.  
Zunächst wird die RNA aus den Muskelbiopsieproben isoliert. Danach wird die RNA 
durch das Enzym Reverse Transkriptase in cDNA umgeschrieben. Als nächstes findet 
die quantitative Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion statt, bei der 
spezifische DNA-Sequenzen amplifiziert werden. Nach Ablauf der 
Polymerasekettenreaktion kann die Menge der nun vorliegenden DNA mit Hilfe eines 
Fluoreszenzfarbstoffes, der in doppelsträngige DNA interkaliert, quantitativ gemessen 
werden (Abbildung 13). 
 
Abbildung 13: Übersicht über die Vorgehensweise zur molekularbiologischen Analyse der Muskelbiopsieproben. 
 
2.2.4.2 Extraktion der RNA 
Vorbereitung des Gewebes: 
1. Zerkleinerung des Muskelgewebes mit Hilfe von autoklavierten Mörsern und 
Stößeln, die zuvor mit Hilfe von Flüssigstickstoff abgekühlt wurden. 
2. Überführung des zerkleinerten Gewebes in ein gekühltes, steriles Cup. 
3. Poolen des Gewebes von jeweils fünf Mäusen einer Gruppe in einem Cup, da die 
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Durchführung: 
1. Homogenisierung des Gewebes mit peqGOLD TriFast (M. soleus: 0,5 mL, M. 
gastrocnemius: 1 mL).  
2. Stehenlassen der Proben für fünf Minuten bei Raumtemperatur zur Dissoziation 
der Nukleotidkomplexe. 
3. Hinzugeben von Chloroform (M. soleus: 0,1 mL, M. gastrocnemius 0,2 mL) und 
kräftiges Schütteln der Proben für 15 Sekunden zur Phasentrennung von RNA, DNA 
und Proteinen. 
4. Stehenlassen der Proben für fünf Minuten bei Raumtemperatur. 
5. Zentrifugation der Cups mit 12.000 x g mit Hilfe der Biofuge Fresco für fünf 
Minuten. Es haben sich nun die drei Phasen gebildet. 
6. Abnehmen der oberen wässrigen Phase, die die RNA enthält, und Überführen in 
ein neues Cup. 
7. Erneute Zugabe von Chloroform (M. soleus: 0,1 mL, M. gastrocnemius 0,2 mL) und 
kräftiges Schütteln der Proben für 15 Sekunden. 
8. Inkubation der Proben bei Raumtemperatur für fünf Minuten. 
9. Zentrifugation der Cups mit 12.000 x g für fünf Minuten. 
10. Abnehmen der oberen wässrigen Phase, die die RNA enthält, und Überführen in 
ein neues Cup. 
11. Zugabe von Isopropanol (M. soleus: 0,25 mL, M. gastrocnemius: 0,5 mL) zur 
Präzipitation der RNA und anschließendes gutes Mischen der Proben. 
12. Zum Fällen der RNA Inkubation der Proben für 15 Minuten auf Eis. 
13. Zentrifugation der Proben mit 12.000 x g bei 4 °C für 30 Minuten. 
14. Abpipettieren des Isopropanolüberstandes und einmaliges Waschen des 
entstandenen RNA-Pellets mit 70 % Ethanol (M. soleus: 250 µl, M. gastrocnemius: 
500 µl) und anschließend kurzes Vortexen. 
15. Zentrifugation für zehn Minuten mit 12.000 x g bei 4 °C. 
16. Abpipettieren des 70 % Ethanol-Überstandes. Pellets an der Luft trocknen lassen. 
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17. Lösen der Proben in 25 µl RNase- und DNase-freiem Wasser. Um das genannte 
RNase- und DNase-freie Wasser zu erhalten wurde 1 µl RiboLock RNase Inhibitor 
(40 U/µl) zu 99 µl destiliertem RNase- und DNase-freien Wasser gegeben. 
18. Inkubation der RNA für zehn Minuten bei 60 °C im Thermoshaker PHMT-PSC-15 
zum besseren Lösen der RNA. 
 
Um Reinheit und Konzentration der RNA-Lösungen zu bestimmen wurde der 
NanoDrop 2000c verwendet. Die Reinheit der RNA wurde mit Hilfe des 
Extinktionsverhältnis A260/280 bestimmt, wobei hochreine Lösungen einen Wert 
zwischen 1,8 und 2,0 aufweisen. Durch zum Beispiel Proteine steigt die Extinktion bei 
280 nm und vermindert den Quotienten (Galagher und Desjardins, 2007). Pro RNA-
Isolation konnten zwischen 0,1 und 0,4 µg RNA/µl gewonnen werden. Die A260/280-
Quotienten lagen zwischen 1,9 und 2,0. 
Mit Hilfe des Bioanalyzers 2100 und dem Agilent RNA 6000 Nano Kit wurde die 
Intaktheit der RNA überprüft (Abbildung 14 A+B und Abbildung 15). 
 
Abbildung 14: Messung der Integrität der RNA. Diese wurde mit Hilfe des RNA Nano Chips (A) und des Bioanalyzer 
2100 (B) durchgeführt. 
 
BA
Als Maß für die Integrität gilt die RIN. Diese liegt bei völig degradierter RNA bei 1 und 
bei völig intakter RNA bei 10 (Schroeder et al., 2006). Die RIN-Werte lagen bei den 
Proben zwischen 7,70 und 8,80. 
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Abbildung 15: Bestimmung der RNA-Qualität mit Hilfe des Agilent Bioanalyzer 2100. Die Daten werden als 
Elektropherogramm (A) oder als gelähnliches Bild (B) dargestellt. Zusammenfassend kann die Untersuchung mit 
dem Bioanalyzer Daten zur RNA-Konzentration, dem 28s/18s-Verhältnis und der RIN liefern (C).  
 
Anschließend wurde die RNA bis zur weiteren Verwendung bei –80 °C 
zwischengelagert. 
 
2.2.4.3 Reverse Transkriptase-Reaktion 
Vor der Reversen Transkriptase- Reaktion wurde ein DNase-Verdau durchgeführt, um 
zu vermeiden, dass eventuell die RNA durch genomische DNA kontaminiert wird.  
Durchführung: 
1. Langsames Auftauen der RNA auf Eis. 
2. Verdünnen der RNA mit Hilfe von destilliertem RNase- und DNase-freien Wasser 
auf eine Konzentration von 0,7 µg RNA pro 7,5 µl und Auffüllen mit diesem auf ein 
Endvolumen von 7,5 µl pro Probe. 
3. Zugeben von: 
RNA Area: 118.1
RNA Concentration:            62 ng/µl
tRNA Ratio [28s / 18s]:       1.2
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 1 µl 10xReaktionspuffer (100 mM Tris-HCL, 25 mM MgCl2, 1 mM CaCl2, pH 
7,5) 
 1,5 µl DNase I (1 U/µl) 
4. Inkubation der Proben für 30 Minuten bei 37 °C zum Ablauf der Reaktion. 
5. Zugeben von 1 µl EDTA (50 mM) und Inkubation der Proben für zehn Minuten bei 
65 °C zum Stoppen des Verdaus. 
6. Lagerung der Proben bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C. 
 
Zum Erreichen und Halten der verschiedenen Temperaturen wurden die Proben in den 
MJ Research PTC-200 Thermocycler gestellt. 
In der Reversen Transkriptase-Reaktion wurde die RNA mit Hilfe eines Primers durch 
das Enzym Reverse Transkriptase in cDNA umgeschrieben.  
 
Durchführung: 
1. Langsames Auftauen der RNA auf Eis. 
2. Hinzufügen von 1 µl Oligo (dT)18 Primer (0,5 µg/µl) zur RNA-Lösung als Startpunkt 
für die Reverse Transkriptase. 
3. Auffüllen der Proben mit destilliertem RNase- und DNase-freien Wasser auf 13,7 µl. 
4. Inkubation der Proben für fünf Minuten bei 65 °C und anschließend für zehn 
Minuten bei Raumtemperatur zur Bindung der Primer an die RNA. 
5. Hinzufügen von: 
 2 µl 10x AffinityScript RT-Puffer (500 mM Tris-HCL, pH 8,3, 750 mM KCl, 30 
mM MgCl2) 
 2 µl DTT (100 mM) 
 0,8 µl dNTP-Mix (100 mM) 
 1 µl AffinityScript Multiple Temperature Reverse Transcriptase 
 0,5 µl RiboLock RNase Inhibitor (40 U/µl) 
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Der Reaktionsansatz besitzt ein Endvolumen von 20 µl. 
6. Inkubation des Ansatzes für eine Stunde bei 42 °C zur cDNA- Synthese. 
7. Erhitzen auf 70 °C für 15 Minuten zur Denaturierung des Enzyms und zum Stoppen 
der Reaktion. 
Die gesamte RT-Reaktion wurde mit Hilfe des MJ Research PTC-200 Thermocyclers 
durchgeführt. 
 
2.2.4.4 Quantitative Polymerasekettenreaktion (qPCR) 
Im folgenden Schritt wurden spezifische Sequenzen der cDNA mit Hilfe einer Taq- 
DNA-Polymerase und spezifischen Primern amplifiziert. Durch einen in doppelsträngige 
DNA interkalierenden Fluoreszenzfarbstoff kann die DNA detektiert werden. Um 
detektiert zu werden, muss die Fluoreszenz eine gewisse Stärke haben, um die 
Hintergrundfluoreszenz zu überdecken. Je weniger Zyklen in der PCR nötig sind, um 
diese Schwelle zu erreichen, desto größer war die Anzahl der DNA-Kopien zu Beginn 
der Reaktion (Higuchi et al., 1993). Der Zyklus, bei dem diese Schwelle erreicht ist wird 
threshold cycle (Ct) genannt.  
Vorbereitungen: 
1. Verdünnen der vorliegenden cDNA-Lösungen der Proben mit destilliertem RNase-
und DNase-freien Wasser auf 1:10. 
2. Verdünnen der Proben der Standardkurve mit destilliertem RNase- und DNase-
freien Wasser auf 1:10, 1:20, 1:40, 1:80, 1:160 und 1:320. Für die Proben der 
Standardkurven wurde je nach Primer cDNA einer Mäuse-Referenz-RNA oder ein 
Mix aus den verschiedenen cDNA der zu untersuchenden Proben benutzt. 
3. Hinzufügen von 6 µl des 1:100 mit destilliertem RNase- und DNase-freien Wasser 
verdünnten ROX Reference dye zum 2xBrilliant III Ultra-Fast SYBR®Green QPCR 
Master Mix. 
4. Ansetzen der SYBR-Green-QPCR-Lösung:  
 7,5 µl des angesetzten 2x Brilliant III Ultra-Fast SYBR®Green QPCR Master 
Mix (dieser enthält eine Taq-DNA-Polymerase, dNTPs, Mg2+, einen Puffer 
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und einen in die doppelsträngige DNA-bindenden fluoresziereden Farbstoff 
(SYBR Green I) 
 1 µl destilliertes RNase- und DNase-freies Wasser 
 1,5 µl des jeweiligen Primers 
Pro Well werden 10 µl dieser Lösung benötigt.  
 
Durchführung: 
1. Pipettieren von jeweils 5 µl der cDNA der Proben und des Standards als 
Doppelbestimmungen auf eine 96-Loch-Platte innerhalb der UV Sterilizing PCR 
Workstation. 
2. Pipettieren einer Probe von 5 µl destilliertem RNase- und DNase-freien Wassers als 
Negativkontrolle anstelle von cDNA in ein freies Well. 
3. Pipettieren von jeweils 10 µl der SYBR-Green-QPCR-Lösung in jedes verwendete 
Well. 
4. Verschließen der Platte mit Verschlussstreifen. 
5. Zentrifugation der Platte mit Hilfe der Zentrifuge Perfect Spin P für eine Minute. 
6. Transfer der Platte in den PCR-Block Mx3005P QPCR Systems und Starten des 
Amplifizierungsprogramms (Tabelle 8) mit Hilfe der MxPro QPCR Software. 
 
 Temperatur Zeit Anzahl der Zyklen 





















Tabelle 8: qRT-PCR: Übersicht des Amplifizierungsprogramms.  
 
Nach Ablauf der Amplifikation wurde eine Schmelzkurvenanalyse durchgeführt. Hierfür 
wurden die Proben von 55 °C alle 30 Sekunden um 1 °C erhitzt und so langsam bis auf 
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95 °C erhitzt. Durch die Hitze denaturieren die DNA-Doppelstränge bei einer 
spezifischen Temperatur in zwei Einzelstränge und es kommt zur Freisetzung des zuvor 
in die Doppelstränge interkalierten Farbstoffs und so zur Abnahme der Fluoreszenz. Da 
die Schmelzpunkte eventuell auftretender unspezifischer Amplifikationsprodukte oder 
Primerdimere bei Temperaturen unterhalb der Schmelzpunkte der spezifischen 
Amplifikationsprodukte liegen, können diese so von den erwünschten Produkten 




Für elektronenmikroskopische Untersuchungen müssen die in Ito-Fixans gelagerten 
Muskelproben zuerst in Epon eingebettet werden. Danach wird mit Hilfe von 
Semidünnschnitten und einem Lichtmikroskop Lage und Ausrichtung der Proben 
überprüft. Stimmen diese, werden Ultradünnschnitte angefertigt und diese 
kontrastiert. Im Anschluss an die Kontrastierung können die 
elektronenmikroskopischen Aufnahmen angefertigt werden. 
 
2.2.5.2 Einbettung der Muskelproben 
Ansetzen der benötigten Substanzen und Reagenzien: 
Lösung 1: 0,1 M Cacodylatpuffer 
 Lösen von 42,8 g Dimethylarsinsäure Natriumsalz-Trihydrat (Kakodylsäure 
Natriumsalz) in 800 mL A. dest. 
 Einstellen dieser Lösung mit 0,1 n HCL auf pH = 7,2-7,4. 
 Auffüllen mit A. dest. auf ein Endvolumen von einem Liter. 
Lösung 2: Ito-Fixans 
 Zubereitung von 5 mL 25 % wässriges PFA. 
 Hinzugeben von 10 mL einer 25 % Glutaraldehyd-Lösung. 
 Hinzufügen von 0,05 g Pikrinsäure. 
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 Zugeben von etwas 0,1 M Cacodylatpuffer (Lösung 1). 
 pH-Einstellung auf pH= 7,2-7,4 mit 0,1 n NaOH. 
 Auffüllen mit 0,1 M Cacodylatpuffer (Lösung 1) auf 100 mL. 
Lösung 3: Osmium 
 Mischen von 3 % Kaliumhexacyanoferrat(II)-Trihydrat zu gleichen Teilen mit 2 % 
wässrigem OsO4 unter einem Abzug. 
Lösung 4: Epon C-Lösung 
 Stammlösung A: Mischen von 62 mL Glycidether 100 (Epon 812) und 100 mL 
2-Dodecenyl-Bernsteinsäureanhydrid (Glycidether-Härter DBA). 
 Stammlösung B: Zusammengeben von 100 mL Glycidether 100 und 89 mL 
Methylnadicanhydrid (Glycidether-Härter MNA). 
 Zusammenfügen von 5 mL der Stammlösung A und 5 mL der Stammlösung B. 




1. Entnahme der Proben aus dem Ito-Fixans (Lösung 2) und dreimaliges Spülen für 
jeweils fünf Minuten in 0,1 M Cacodylatpuffer (Lösung 1). 
2. Zur Osmierung Eintauchen der Proben für eine Stunde in OsO4 (Lösung 3). 
3. Spülen in 0,1 M Cacodylatpuffer (Lösung 1) für dreimal fünf Minuten. 
4. Entwässerung in unvergälltem Ethanol in einer aufsteigenden Alkoholreihe (50 %, 
70 %, 90 %, 96 %, jeweils mindestens fünf Minuten und zuletzt viermal 100 % für 
jeweils 15 Minuten). 
5. Eintauchen der Proben in Propylenoxid für zweimal zehn Minuten zur Infiltration. 
6. Einsenken der Proben in eine Lösung aus Propylenoxid/Epon C (Lösung 4) im 
Verhältnis 1:1 über Nacht. 
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7. Einbringen der Proben am nächsten Morgen in die Epon-C-Lösung (Lösung 4) über 
Nacht. 
8. Einbettung der Muskelproben am darauffolgenden Tag mit Hilfe der Epon-C-
Lösung (Lösung 4) in Gelatinekapseln. 
9. Aushärtung für mindestens zwölf Stunden bei 60 °C in einem Brutschrank. 
 
2.2.5.3 Anfertigung der Ultradünnschnitte, Kontrastierung und Bildaufnahme 
Vor der Anfertigung der Ultradünnschnitte wurde zuerst die richtige Ausrichtung und 
Lage der Muskelproben überprüft. 
 
Ansetzen der benötigten Substanzen und Reagenzien: 
Lösung 1: Semidünnschnitt-Farblösung 
 Mischen von 4 Teilen 1 % Toluidinblau O in 1 % wässrigem 
di-Natriumtetraborat-Decahydrat mit 1 Teil 1 % wässrigem Pyronin G. 
Lösung 2: 4 % Uranylacetat 
 Herstellen einer 4 % wässrigen Uranylacetat-Dihydrat–Lösung. 
Lösung 3: Bleicitrat nach Reynolds 
 Lösen von 2,66 g Blei(II)-nitrat und 3,52 g Tri-Natriumcitrat-Dihydrat in 60 mL 
Ampuwa. 
 Kräftiges Schütteln der Lösung für eine Minute und Inkubation für 30 Minuten. 
 Klären der Lösung mit circa 8 mL 1 n NaOH und Auffüllen der Lösung mit 
Ampuwa auf ein Endvolumen von 100 mL. 
 
Durchführung der Lagekontrolle: 
1. Herstellung von Glasmessern aus Glass strips mit dem KMR3 Glass Knifemaker. 
2. Anfertigung von 1 µm dicken Semidünnschnitten. 
3. Anfärbung der Semidünnschnitte mit der Semidünnschnitt-Farblösung (Lösung 1). 
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4. Überprüfen des Anschnitts sowie der richtigen Lage und Ausrichtung der Präparate 
mit Hilfe eines Lichtmikroskops. 
 
Durchführung der Anfertigung der Ultradünnschnitte, der Kontrastierung und der 
Aufnahme der Bilder: 
1. Anfertigung von circa 50 nm dicken Ultradünnschnitten mit Hilfe eines 
Ultramikrotoms und Diamantmessers. 
2. Aufziehen der Ultradünnschnitte auf Netzträger. 
3. Zur Kontrastierung Setzen der Netzträger in einen Tropfen 4 % Uranylacetat 
(Lösung 2) für 15 Minuten. 
4. Dreimaliges Waschen der Netzträger in jeweils einem Tropfen A. dest. 
5. Eintauchen der Ultradünnschnitte in einen Tropfen Bleicitrat nach Reynolds 
(Lösung 3) für zehn Minuten. 
6. Dreimaliges Spülen in einem Tropfen A. dest. 
7. Anfertigung elektronenmikroskopischer Aufnahmen mit Hilfe des 





Kapillarfärbung mit Lectin von Bandeiraea simplicifolia (Isolectin B4) 
Um den Einfluss des ICS auf die Kapillarisierung des M. gastrocnemius und des M. 
soleus zu untersuchen wurde diese mittels BSI-B4-Lectin-Färbung untersucht. Als 
Kapillaren wurden alle Gefäße mit einem Lumendurchmesser von ≤ 5 µm gewertet. Die 
Gefäße mit einem größeren Lumendurchmesser wurden in der Auswertung nicht 
berücksichtigt, da deren Anzahl für eine statistische Auswertung zu gering war. Zur 
Untersuchung der Kapillarisierung wurde zum einen die Anzahl der Kapillaren pro mm² 
(Abbildung 16 A und B) und zum anderen die Anzahl der Kapillarkontakte pro 
Muskelfaser quantifiziert (Abbildung 16 C). Neben der Kapillarisierung war von 
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Interesse, ob ICS Einfluss auf die mittlere Faserquerschnittsfläche hat. Dazu wurde jede 
Muskelfaser in einer definierten Fläche umrandet und so deren Querschnittsfläche 
ermittelt. Pro Maus wurden jeweils mindestens 100 Muskelfasern umrandet 
(Abbildung 18 A und C). Dieses Kriterium ist bereits in der Literatur beschrieben 
(Weber et al., 2007). Neben der mittleren Faserquerschnittsfläche wurde auch die 
mittlere Faseranzahl pro mm bestimmt. 
Die Bilder wurden in der Vergrößerung x200 mit dem Mikroskop BH-2 aufgenommen 
und mit Hilfe des Programms Image J 1.45s ausgewertet.  
 
Abbildung 16: Beispielbilder zur Auswertung der Kapillarisierung in der BSI-B4-Lectin-Färbung. (A): Kapillaranzahl 
pro Fläche im M. gastrocnemius. (B): Kapillaranzahl pro Fläche im M. soleus. (C): Darstellung der Auswertung der 
Anzahl der Kapillarkontakte pro Muskelfaser im M. gastrocnemius . Die Muskelfaser mit der Nummer 21 hat zum 
Beispiel Kontakt zu drei Kapillaren. Zoom in die Abbildung 18(A). Originalvergrößerung: x200.  
A B
C
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ATPase-Färbung 
Neben der mittleren Faserfläche und der mittleren Faseranzahl wurde auch die 
Fasertypkomposition im M. gastrocnemius und M. soleus untersucht. Es wurden die 
Fasertypen I, IIa und IIx unterschieden (Abbildung 17). Dann wurde der Anteil der 
verschiedenen Fasertypen in Prozent an der ausgewerteten Gesamtfaseranzahl 
ermittelt. Jede einzelne in der BSI-B4-Lectin-Färbung umrandete Muskelfaser konnte 
der entsprechenden Muskelfaser in der ATPase-Färbung zugeordnet werden 
(Abbildung 18). Aufgenommen wurden die Bilder mit dem Mikroskop BH-2 in der 
Vergrößerung x200.  
 
Abbildung 17: Darstellung der verschiedenen Muskelfasertypen im M. soleus mittels ATPase-Färbung. Fasertyp I 
(weiße Pfeile), Fasertyp IIa (weiße Pfeilspitzen), Fasertyp IIx (schwarze Pfeile). Originalvergrößerung: x200. 
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Abbildung 18: Beispiel der Zuordnung der BSI-B4-Lectin-Färbung zur ATPase-Färbung im M. gastrocnemius und im 
M. soleus. Messung der mittleren Muskelfaserquerschnittsfläche im M. gastrocnemius (A) und im M. soleus (C). (B + 
D): Jeder in der Lectin-Färbung umrandeten Muskelfaser konnte die entsprechende Faser in der ATPase-Färbung 
zugeordnet und so deren Fasertyp bestimmt werden. Originalvergrößerung: x200. 
 
Perjodsäure-Schiff-Reaktion-Färbung 
Um den Glykogengehalt der Muskelfasern zu bestimmen wurde die PAS-Färbung 
verwendet. Die Muskelfasern im M. gastrocnemius und M. soleus wurden nach der 
Färbeintensität in ungefärbt/hell, mittel und dunkel eingeteilt (Abbildung 19). Danach 
wurde der mittlere Anteil der jeweiligen Faserart an der ausgewerteten 
Gesamtfaseranzahl in Prozent berechnet. Diese Art der Auswertung ist bereits in der 
Literatur beschrieben, hier wurden jedoch die Färbeintensitäten dunkel, mittel, hell, 
sehr hell und negativ unterschieden (Coyle et al., 1986).  
Die Bilder wurden in der Vergrößerung x100 mit dem Mikroskop Axio Imager M2 
aufgenommen und mit dem Bildverarbeitungsprogramm Image J 1.45s ausgewertet.  
A B
C D
Material und Methoden | 69 
 
 
Abbildung 19: Einteilung der Fasern bezüglich des Glykogengehalts anhand der Intensität in der PAS-Färbung. Dunk-
le Fasern (weiße Pfeile), mittlere Fasern (schwarze Pfeile), ungefärbte/helle Fasern (schwarze Pfeilspitzen). (A): M. 
gastrocnemius. (B): M. soleus. Originalvergrößerung: x100.  
 
α-Bungarotoxin-Färbung 
Zur Untersuchung der Anzahl motorischer Endplatten pro Muskelfaser im M. 
gastrocnemius und im M. soleus wurden nikotinerge Acetylcholinrezeptoren mittels α-
Bungarotoxin angefärbt (Abbildung 20). Die Anzahl an Muskelfasern und die Anzahl 
von motorischen Endplatten pro Bild wurde ermittelt und so die mittlere Anzahl 
motorischer Endplatten pro Muskelfaser berechnet.  
Die Bilder wurden mit dem Mikroskop Axio Imager M2 in der Vergrößerung x100 
angefertigt und mit dem Programm Image J 1.45s ausgewertet.  
 
Abbildung 20: Beispiele der α–Bungarotoxin-Färbung. (A): Darstellung der Färbung nach Inkubation des Gewebe-
schnittes mit α–Bungarotoxin über Nacht. Man erkennt angefärbte motorische Endplatten (schwarze Pfeile). (B): 
Darstellung der Färbung des Nachbarschnittes nach Inkubation mit PBS anstelle von α–Bungarotoxin über Nacht 
(Negativ-Kontrolle). Die motorischen Endplatten wurden im Vergleich zu (A) nicht angefärbt (schwarze Pfeilspitzen). 
Originalvergrößerung: x400.  
A B
A B
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Immunhistochemie 
Immunhistochemische Untersuchungen wurden mittels Einfachfärbungen unter 
Verwendung der Primärantikörper anti-CD68, anti-Fbxo32, anti-IL-1β, anti-MIF und 
anti-MuRF1 durchgeführt. 
Zur Auswertung der Bilder wurde die mittlere Anzahl positiver Zellen pro mm² 
berechnet.  
Es wurden ferner die mittlere Anzahl COX-2+-Zellen pro mm² (Glattmuskelzellen in 
Gefäßen ausgenommen) wie auch der Anteil COX-2-Kapillaren an der 
Gesamtkapillaranzahl in % im M. gastrocnemius und im M. soleus auf dem selben 
Muskelschnitt ermittelt. Hierzu wurden anti-COX-2-Primärantikörper zusammen mit 
biotinyliertem BSI-Lectin auf einem Muskelschnitt verwendet. Das biotinylierte BSI-
Lectin wurde anschließend mit Hilfe von Cy2-konjugiertem Strepatavidin sichtbar 
gemacht und so die Gefäße visualisiert. Zuerst wurde die mittlere Anzahl COX-2+- 
Zellen (Glattmuskelzellen in Gefäßen ausgenommen) pro mm² ermittelt. Hierzu wurde 
ein Bild der COX-2-Färbung über das entsprechende BSI-Lectin-Bild gelegt und nur die 
COX-2+- Zellen gezählt, die Lectin-negativ waren. Danach wurde die Anzahl der COX-2+- 
Kapillaren in Prozent an der Gesamtkapillaranzahl ermittelt, indem zuerst alle 
Kapillaren gezählt wurden und anschließend untersucht wurde, welche von diesen 
Kapillaren COX-2+ sind. 
Die Bilder der immunhistochemischen Untersuchungen wurden mit Hilfe des 
Mikroskops Axio Imager M2 in der Vergrößerung x200 aufgenommen und 
anschließend mit dem Bildverarbeitungsprogramm Image J 1.45s analysiert.  
 
Zur Überprüfung der Co-Lokalisation von COX-2 und Gefäßen wurde eine 
Doppelfärbung mit anti-COX-2-Antikörpern und biotinyliertem Lectin exemplarisch 
angefertigt. Die COX-2-Reaktion wurde mittels Cy3-konjugierter Affe anti-Kaninchen 
COX-2-Antikörper sichtbar gemacht. Anschließend wurden Aufnahmen mit Hilfe des 
FluoView FV1000 Konfokalmikroskop in der Vergrößerung x630 angefertigt (Anhang C-
10).  
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2.2.6.2 Molekularbiologische Analyse der Muskelbiopsieproben 
Die relative Quantifizierung der molekularbiologischen Daten erfolgte durch 
Anwendung der relativen Standardkurven-Methode. Für jedes zu untersuchende Gen 
wurde mit Hilfe eines cDNA-Mix der zu untersuchenden Proben oder cDNA einer 
Mäuse-Referenz-RNA eine Standardkurve erstellt, um so mit Hilfe linearer Regression 
Rückschlüsse auf die cDNA-Konzentration in den zu untersuchenden Proben zu 
erhalten. 
Zur Normalisierung der cDNA wurde die Expression der jeweiligen Ziel-DNA auf das 
konstitutiv exprimierte „house-keeping“ Gen Tbp bezogen.  
Das „house-keeping“ Gen (~ interne Kontrolle) wurde zuvor mit Hilfe des Programms 
NormFinder.xla (Andersen et al., 2004) aus verschiedenen getesteten „house-keeping“ 
Genen wie bereits beschrieben (Stern-Straeter et al., 2009) ausgewählt. Die anderen 
getesteten „house-keeping“ Gene waren: Rpl32, Gapdh und Actb.  
 
2.2.6.3 Elektronenmikroskopie 
Um Anzahl und Größe der Mitochondrien im M. gastrocnemius und M. soleus pro 
Fläche zu ermitteln wurden mittels Zeiss EM 10 C Elektronenmikroskop Bilder in der 
Vergrößerung x10.000 von jeweils fünf Tieren aus jeder Gruppe verwendet. Es wurde 
darauf geachtet, dass keine Zellkerne im Bild lagen und nur intrafibrilläre 
Mitochondrien ausgewertet wurden. Zur Auswertung wurde mittels Image J 1.45s die 
Anzahl der Mitochondrien pro Fläche gezählt und die Mitochondrien in dieser Fläche 
umrandet, um die mittlere Querschnittsfläche pro Mitochondrium zu ermitteln. 
Um die Morphologie der Mitochondrien zu bewerten, wurden 
elektronenmikroskopische Aufnahmen in der Vergrößerung x20.000 ausgewertet. Die 
Mitochondrien pro Fläche wurden gezählt und morphologisch entweder als „intakt“ 
oder „defekt“ bewertet (Abbildung 21). Als „intakt“ wurde ein Mitochondrium 
gewertet, dessen Cristae zu ≥ 50 % intakt waren. Mitochondrien, die dieses Kritierien 
nicht erfüllten, wurden als „defekt“ gewertet. So wurde der mittlere Anteil intakter 
und defekter Mitochondrien in Prozent an der Gesamtmitochondrienanzahl ermittelt. 
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Abbildung 21: Morphologische Einteilung der Mitochondrien. (A) + (B): Beispiele für intakte Mitochondrien mit gut 
sichtbaren Cristae. (C) + (D): Beispiele für defekte Mitochondrien. Originalvergrößerung: x20.000 (Bonaterra et al., 
2016). 
 
2.2.6.4 Statistische Analyse, Berechnung und Visualisierung der Ergebnisse 
Die Resultate der Färbungen und der molekularbiologischen und 
elektronenmikroskopischen Untersuchungen wurden unter Verwendung von Microsoft 
Excel 2010 berechnet. Die statistische Analyse der Färbungen und der 
elektronenmikroskopischen Proben wurde mit dem Tabellenkalkulationsprogramm 
Sigma Plot 12.0 mit Hilfe des Mann-Whitney U-Tests und des t-Tests durchgeführt.  
Ein p-Wert ≤ 0,05 wurde als statistisch signifikant gewertet. Anschließend erfolgte die 
grafische Darstellung der Ergebnisse mittels Microsoft Excel 2010.   
A B
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3 Ergebnisse 
3.1 Gewicht der Mäuse 
Zuerst wurde der Einfluss von ICS auf das Gewicht der Mäuse untersucht. Alle Tiere 
hatten freien Zugang zu Wasser und Futter. 
Während sich bei männlichen ICS-Tieren keine signifikante Änderung des mittleren 
Körpergewichts (22,6 + 0,6 [g]) gegenüber Kontrolltieren (25,0 + 1,0 [g]) zeigte, lag das 
Körpergewicht weiblicher ICS-Tiere (20,2 + 0,3 [g]) signifikant (P = 0,012) um 8,6 % 
höher als bei weiblichen Kontrolltieren (18,6 + 0,5 [g]) (Abbildung 22).  
 
Abbildung 22: Tiergewicht. Die Daten zeigen Mittelwerte + SEM. Kontrolle männlich: n=9, ICS männlich: n=9, Kon-
trolle weiblich: n=8, ICS weiblich: n=9. * P ≤ 0,05 vs. Kontrolle. 
 
3.2 Ergebnisse der Untersuchungen des M. gastrocnemius 
3.2.1 Untersuchung der Kapillarisierung und Angiogenese 
Um den Einfluss des ICS auf die Kapillarisierung der Muskulatur zu untersuchen, 
wurden die Kapillaren (Endothelzellen) anhand der BSI-B4-Lectin-Färbung identifiziert.  
Die mittlere Anzahl der Kapillaren pro mm² im M. gastrocnemius war weder bei 
männlichen noch bei weiblichen ICS-Tieren gegenüber männlichen bzw. weiblichen 
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mittlere Anzahl von Kapillarkontakten pro Muskelfaser bei männlichen ICS-Mäusen 
(2,1 + 0,1 [n/Muskelfaser]) verglichen mit den Kontrollen (2,4 + 0,1 [n/Muskelfaser]) 
signifikant (P = 0,044) um 12,5 % verringert. Bei weiblichen ICS-Mäusen (1,6 + 0,1 
[n/Muskelfaser]) zeigte sich kein signifikanter Unterschied zu der Kontrollgruppe (1,5 + 
0,1 [n/Muskelfaser]) (Abbildung 23).  
 
Abbildung 23: Anzahl der Kapillarkontakte pro Muskelfaser im M. gastrocnemius. Die Daten zeigen Mittelwerte + 
SEM. * P ≤ 0,05 vs. Kontrolle. Kontrolle männlich: n=9, ICS männlich: n=9, Kontrolle weiblich: n=8, ICS weiblich: n=9 
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Abbildung 24: Exemplarische Querschnitte des M. gastrocnemius nach BSI-B4-Lectin-Färbung. Darstelung der Kapil-
laren (schwarze Pfeile). (A): Männliche Kontrole. (B): Männliche ICS-Maus. (C): Weibliche Kontrole. (D) Weibliche 
ICS-Maus. Originalvergrößerung: x200 (Bonaterra et al., 2016). 
 
Neben den histologischen Untersuchungen der Kapilarisierung wurden auch 
Angiogenesemarker mittels qRT-PCR bestimmt. Hierzu wurden die relativen 
Expressionen der Vegfa-, Vegfb-, Notch1-, Notch3-, Kdr- (auch VEGFR-2 genannt) und 
Socs3-Gene analysiert/quantifiziert. Die relative Expression des Vegfa-Gens war 
sowohl bei männlichen als auch bei weiblichen ICS-Tieren um 40 % niedriger als bei 
Kontroltieren (Abbildung 25). Ähnlich war auch die relative Expression des Vegfb-Gens 
bei ICS-Männchen um 20 % und bei ICS-Weibchen um 50 % im Vergleich zur Kontrole 
vermindert (Abbildung 25). 
Auch die Expression des Notch1-Gens war bei ICS-Männchen gegenüber der Kontrole 
um 50 % reduziert, die Expression des Notch3-Gens gar um 60 % (Abbildung 25). ICS-
Weibchen zeigten im Vergleich zur Kontrole eine um 1160 % höhere Notch1-
Genexpression, sowie eine um 20 % höhere Notch3-Genexpression (Abbildung 25). Die 
Kdr-Genexpression war bei weiblichen ICS-Mäusen um 70 % niedriger als bei der 
Kontrole, wohingegen bei ICS-Männchen eine um 40 % höhere Expression als bei der 
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Kontrolle gefunden wurde (Abbildung 25). Die Expression des Socs3-Gens war bei ICS-
Weibchen um 10 % und bei männlichen ICS-Mäusen um 40 % niedriger als bei der 
Kontrolle (Abbildung 25).  
 
Abbildung 25: Relative Expression (qRT-PCR) von Angiogenese-Genen im M. gastrocnemius von männli-
chen/weiblichen ICS- bzw. Kontrollmäusen (auf 1 normiert). 
 
3.2.2 Bestimmung der mittleren Faserdichte, der mittleren Faserfläche und der Fa-
sertypkomposition 
Neben der Kapillarisierung wurden im M. gastrocnemius die mittlere Faserdichte, die 
mittlere Muskelfaserquerschnittsfläche und die Fasertypkomposition untersucht. 
Während die mittlere Faserdichte (Fasergesamtzahl/mm²) im M. gastrocnemius 
männlicher ICS-Tiere (392,9 + 20,9 [n/mm²]) gegenüber männlichen Kontrolltieren 
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weiblichen ICS-Tieren (353,0 + 21,1 [n/mm²]) im Vergleich zu Kontrolltieren (360,0 + 
9,8 [n/mm²]) ähnlich (Abbildung 26).  
 
Abbildung 26: Faserdichte (n/mm²) im M. gastrocnemius. Die Daten zeigen Mittelwerte + SEM. Kontrolle männlich: 
n=9, ICS männlich: n=9, Kontrolle weiblich: n=8, ICS weiblich: n=9 (Bonaterra et al., 2016). 
 
Die mittlere Muskelfaserquerschnittsfläche (in µm²) im M. gastrocnemius war bei 
weiblichen ICS-Tieren (2015,4 + 89,8 [µm²]) gegenüber Kontrolltieren (1981,4 + 99,8 
[µm²]) nicht-signifikant unterschiedlich, wohingegen bei männlichen ICS-Mäusen die 
Muskelfaserquerschnittsfläche (1.745,6 + 87,7 [µm²]) im Vergleich zu männlichen 
Kontrolltieren (2.226,2 + 209,5 [µm²]) signifikant (P = 0,05) um 21,6 % kleiner war 
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Abbildung 27: Muskelfaserquerschnittsfläche (in µm²) im M. gastrocnemius. Die Daten zeigen Mittelwerte + SEM.   
* P ≤ 0,05 vs. Kontrolle. Kontrolle männlich: n=9, ICS männlich: n=9, Kontrolle weiblich: n=8. ICS weiblich: n=9 
(Bonaterra et al., 2016). 
 
In der Fasertypkomposition (Anteil der verschiedenen Muskelfasertypen an der 
Gesamtfaseranzahl in %) gab es in beiden Geschlechtern keine Unterschiede zwischen 
den Gruppen. Sowohl bei Kontrollmäusen als auch bei männlichen und weiblichen ICS-
Tieren existierten nur Fasern vom Typ IIx (Anhang B-2). 
 
3.2.3 Ergebnisse der PAS-Färbung 
Um den Glykogengehalt der Muskelfasern zu bestimmen wurden diese mittels PAS-
Methode angefärbt. Weder bei männlichen noch bei weiblichen ICS-Tieren fand sich 
ein signifikanter Unterschied des intramuskulär gespeicherten Glykogens gegenüber 
korrespondierender Kontrolle (Anhang B-3 A + B und Anhang B-4).  
 
3.2.4 Wirkung von ICS auf inflammatorische Parameter 
3.2.4.1 IL-1β 
Ausgehend vom FMS-Mausmodell lag es nahe, den Einfluss von ICS auf 
inflammatorische Parameter in der Muskulatur der Tiere zu untersuchen. Hierzu 
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anti-IL-1β-, anti-COX-2-, anti-MIF- und anti-CD68-Antikörpern angefertigt. Zum 
anderen wurde mit Hilfe molekularbiologischer Methoden die relative Expression der 
IL-1β-, COX-2-, MIF-, CD68-, IL-6- und TNF-Gene gemessen.  
In der qRT-PCR zeigte sich bei männlichen ICS-Tieren eine um 30 % erniedrigte und bei 
weiblichen ICS-Tieren eine um 50 % erhöhte Expression des IL-1β–Gens im Vergleich 
zur jeweiligen Kontrolle (Anhang B-6 B). In der immunhistochemischen Färbung mit 
anti-IL-1β-Antikörpern wurde die Dichte an IL-1β+-Zellen bestimmt (Anhang B-5). 
Die Dichte an IL-1β+-Zellen war weder bei männlichen noch bei weiblichen ICS-Tieren 
(1153,6 + 71,5 bzw. 1024,3 + 58,8 [n/mm²]) gegenüber der jeweiligen Kontrollgruppe 
(1104,7 + 57,0 bzw. 935,1 + 30,8 [n/mm²]) signifikant verschieden (Anhang B-6 A). 
 
3.2.4.2 Cyclooxygenase 2 
Bei der relativen Expression des COX-2 Gens existierte im Mittel bei männlichen und 
weiblichen ICS-Tieren kein sigifikanter Unterschied zur jeweiligen Kontrolle (Anhang B-
8 C). 
Die Untersuchung der COX-2+-Zellen erfolgte mittels anti-COX-2-Antikörpern als 
Doppelfärbung mit biotinyliertem BSI-Lectin zur gleichzeitigen Identifizierung von 
Kapillaren (Anhang B- 7). 
Sowohl die mittlere Anzahl COX-2+-Zellen (COX-2+-Kapillaren ausgenommen) als auch 
der Anteil COX-2+-Kapillaren in Relation zur Gesamtkapillaranzahl (in %) waren 
zwischen männlichen/weiblichen ICS- und Kontrolltieren ähnlich (Anhang B-8 A + B). 
 
3.2.4.3 MIF 
Die MIF-Expression wurde mittels immunhistochemischer (Anhang B-9) und 
molekularbiologischer Methoden untersucht.  
Die mittels qRT-PCR gemessene relative Expression des MIF-Gens war im M. 
gastrocnemius männlicher ICS-Tiere um 10 % und bei weiblichen ICS-Tieren um 30 % 
gegenüber der jeweiligen Kontrolle vermindert (Abbildung 28 B).  
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Die Dichte an MIF+-Zellen (n/mm²) war im M. gastrocnemius männlicher ICS-Mäuse 
(1277,3 + 50,8 [n/mm²]) um 8,6 % höher (P = 0,296) als bei der Kontrolle (1176,4 + 91,0 
[n/mm²]). Bei weiblichen ICS-Tieren war im M. gastrocnemius die Dichte an MIF+-
Zellen im Mittel wie bei Kontrolltieren (Abbildung 28 A)  
 
Abbildung 28: MIF-Expression im M. gastrocnemius. (A): Dichte MIF
+
-Zellen (n/mm²). Die Daten zeigen Mittelwerte 
+ SEM. Kontrolle männlich: n=9, ICS männlich: n=9, Kontrolle weiblich: n=8, ICS weiblich: n=9 (Bonaterra et al., 




Zur Identifizierung von Makrophagen wurden anti-CD68-Antikörper verwendet 
(Anhang B-10). Weiterhin wurde auch die relative Genexpression des CD68-Gens 
mittels qRT-PCR untersucht.  
Die relative CD68-Genexpression war bei männlichen ICS-Tieren im M. gastrocnemius 
im Mittel um 20 % und bei ICS-Weibchen um 50 % gegenüber der jeweiligen Kontrolle 
vermindert(Anhang B-11 B).  
Immunhistochemische Untersuchungen der Dichte CD68+-Zellen im M. gastrocnemius 
zeigten bei männlichen ICS-Tieren (111,0 + 20,4 [n/mm²]) im Vergleich zur Kontrolle 
(62,8 + 14,6 [n/mm²]) eine Zunahme an CD68+-Zellen um 76,8 % (P = 0,079). Im M. 
gastrocnemius weiblicher ICS-Tiere (106,9 + 24,1 [n/mm²]) fand sich gegenüber der 
Kontrolle (98,0 + 7,8 [n/mm²]) eine Zunahme CD68+-Zellen um 9,1 % (P = 0,878) 
(Anhang B-11 A). 
 
3.2.4.5 IL-6 und TNF 
Die Untersuchung der Expressionen der proinflammatorischen IL-6- und TNF-Gene im 
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Bei männlichen ICS-Tieren war im M. gastrocnemius die relative Expression des IL-6-
Gens um 60 % und die des TNF-Gens um 90 % im Vergleich zur Kontrolle erhöht 
(Abbildung 29). Bei weiblichen ICS-Tieren war im M. gastrocnemius die relative 
Expression des IL-6-Gens um 190 % gegenüber der Kontrolle erhöht, während die 
relative TNF-Genexpression um 60 % vermindert war (Abbildung 29). 
 
Abbildung 29: Relative Expressionen (qRT-PCR) der IL-6- und TNF-Gene im M. gastrocnemius von männli-
chen/weiblichen ICS- bzw. Kontrollmäusen (auf 1 normiert). 
 
3.2.5 Wirkung von ICS auf Atrophie-relevante Marker 
3.2.5.1 MuRF1 
Neben der Wirkung von ICS auf proinflammatorische Parameter wurde auch dessen 
Auswirkung auf Atrophie-relevante Marker im M. gastrocnemius untersucht. 
Hierzu wurden in immunhistochemischen Untersuchungen die Primärantikörper anti-
MuRF1 und anti-Fbxo32 eingesetzt. 
Mittels qRT-PCR wurden die relativen Expressionen der MuRF1- und Fbxo32-Gene 
analysiert. 
Die relative Expression des MuRF1-Gens war im M. gastrocnemius von männlichen ICS-
Tieren im Vergleich zu Kontrolltieren um 30 % vermindert und bei weiblichen ICS-
Tieren im Vergleich zur Kontrolle um 500 % erhöht (Abbildung 30 B). 
Nach immunhistochemischer Färbung (Abbildung 31) ergab sich im M. gastrocnemius 
von männlichen ICS-Tieren (1172,0 + 73,5 [n/mm²]) eine 14,7 %ige Zunahme der 
Dichte MuRF1+-Zellen im Vergleich zur Kontrolle (1021,9 + 104,5 [n/mm²)) (P = 0,087) 
(Abbildung 30 A). Bei weiblichen ICS-Tieren (928,5 + 67,3 [n/mm²) zeigte sich eine 7,8 
%ige Abnahme MuRF1+-Zellen im Vergleich zu der Kontrollgruppe (1007,3 + 105,4 







































































Abbildung 30: MuRF1 im M. gastrocnemius. (A): Dichte MuRF1
+
-Zellen (n/mm²). Die Daten zeigen Mittelwerte + 
SEM. Kontrolle männlich: n=9, ICS männlich: n=9, Kontrolle weiblich: n=8, ICS weiblich: n=9 (Bonaterra et al., 2016). 
(B): Relative Expression (qRT-PCR) des MuRF1-Gens im M. gastrocnemius von männlichen/weiblichen ICS- bzw. 
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Abbildung 31: Exemplarische Querschnitte des M. gastrocnemius nach Färbung mit anti-MuRF1-Antikörpern 
(schwarze Pfeile) und Kernfärbung mit Hoechst 33342 (blau). (A): MuRF1-Färbung des M. gastrocnemius einer 
männlichen Kontrolle und (B) Kernfärbung. (C): MuRF1-Färbung des M. gastrocnemius einer männlichen ICS-Maus 
und (D) Kernfärbung. (E): MuRF1-Färbung des M. gastrocnemius einer weiblichen Kontrolle und (F) Kernfärbung. 
(G): MuRF1-Färbung des M. gastrocnemius einer weiblichen ICS-Maus und (H) Kernfärbung. Originalvergrößerung: 
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3.2.5.2 Fbxo32 
In der qRT-PCR konnte im M. gastrocnemius von männlichen ICS-Tieren eine um 10 % 
niedrigere relative Genexpression des Fbxo32-Gens im Vergleich zur Kontrolle 
(Abbildung 32 B) gefunden werden. Bei weiblichen ICS-Mäusen war die relative 
Expression des Fbxo32-Gens im Vergleich zur Kontrolle um 320 % höher (Abbildung 32 
B).  
In der immunhistochemischen Färbung mit anti-Fbxo32-Antikörpern (Abbildung 33) 
zeigte sich im M. gastrocnemius von männlichen ICS-Tieren eine signifikant (P = 0,007) 
um 17,7 % erhöhte Dichte Fbxo32+-Zellen (1078,6 + 24,2 [n/mm²]) gegenüber der 
Kontrolle (916,7 + 43,0 [n/mm²]). Bei weiblichen ICS-Tieren war im M. gastrocnemius 
die Dichte Fbxo32+-Zellen (903,7 + 39,3 [n/mm²]) ähnlich wie bei der Kontrollgruppe 
(975,8 + 21,6 [n/mm²]) (Abbildung 32 A).  
 
Abbildung 32: Fbxo32 im M. gastrocnemius. (A): Dichte Fbxo32
+
-Zellen (n/mm²). Die Daten zeigen Mittelwerte + 
SEM. ** P < 0,01 vs. Kontrolle. Kontrolle männlich: n=9, ICS männlich: n=9, Kontrolle weiblich: n=8, ICS weiblich: n=9 
(Bonaterra et al., 2016). (B): Relative Expression (qRT-PCR) des Fbxo32-Gens im M. gastrocnemius von männli-
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Abbildung 33: Exemplarische Querschnitte des M. gastrocnemius nach Färbung mit anti-Fbxo32-Antikörpern 
(schwarze Pfeile) und Kernfärbung mit Hoechst 33342 (blau). (A): Fbxo32-Färbung des M. gastrocnemius einer 
männlichen Kontrolle und (B) Kernfärbung. (C): Fbxo32-Färbung des M. gastrocnemius einer männlichen ICS-Maus 
und (D) Kernfärbung. (E): Fbxo32-Färbung des M. gastrocnemius einer weiblichen Kontrolle und (F) Kernfärbung. 
(G): Fbxo32-Färbung des M. gastrocnemius einer weiblichen ICS-Maus und (H) Kernfärbung. Originalvergrößerung: 
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3.2.6 Korrelationen zwischen der Dichte an MIF+-, CD68+-, IL-1β+-, MuRF1+- bzw. 
Fbxo32+-Zellen, Muskelfaserdichte, Muskelfaserquerschnittsfläche oder Kapil-
larkontakte pro Muskelfaser im M. gastrocnemius 
Im M. gastrocnemius männlicher ICS-Tiere korrelierte die Dichte (n/mm²) 
inflammatorischer Zellen (MIF+, IL-1β+) positiv mit der Dichte der MuRF1+- bzw. 
Fbxo32+-Zellen wie auch mit der Faserdichte (Tabelle 9). Außerdem zeigte sich bei 
männlichen ICS-Mäusen im M. gastrocnemius eine inverse Korrelation zwischen der 
Dichte inflammatorischer Zellen (MIF+, CD68+, IL-1β+) und der Faserquerschnittsfläche 
(Tabelle 9). 
Die Dichte Atrophie-relevanter Zellen (MuRF1+, Fbxo32+) männlicher ICS-Tiere im M. 
gastrocnemius korrelierte ebenfalls positiv mit der Faserdichte bzw. invers mit der 
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te, Muskelfaserquerschnittsfläche oder Kapillarkontakte pro Muskelfaser im M. gastrocnemius männlicher ICS-Tiere 
(Bonaterra et al., 2016). 
 
Im M. gastrocnemius weiblicher ICS-Tiere korrelierte die Dichte (n/mm²) MIF+-Zellen 
ebenfalls positiv mit der Dichte MuRF1+- bzw. Fbxo32+-Zellen (Tabelle 10). Weiterhin 
korrelierte die Dichte MIF+- wie auch die Dichte der IL-1β+-Zellen im M. gastrocnemius 
weiblicher ICS-Tiere positiv mit der Faserdichte (Tabelle 10). Die Dichte MuRF1+- bzw. 
Fbxo32+-Zellen im M. gastrocnemius weiblicher ICS-Tiere korrelierte ebenfalls positiv 
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mit der Faserdichte. Die Dichte MuRF1+-Zellen im M. gastrocnemius weiblicher ICS-
Tiere korrelierte invers mit der Faserquerschnittsfläche (Tabelle 10). 
Die Anzahl der Kapillarkontakte pro Muskelfaser im M. gastrocnemius weiblicher ICS-
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te, Muskelfaserquerschnittsfläche oder Kapillarkontakte pro Muskelfaser im M. gastrocnemius weiblicher ICS-Tiere.  
 
3.2.7 Wirkung von ICS auf Apoptose-relevante Gene 
Zusätzlich zu der Bestimmung des Einflusses von ICS auf Inflammations- und Atrophie-
relevante Gene/Proteine im M. gastrocnemius wurde auch die Wirkung auf Apoptose-
relevante Gene untersucht. Hierzu wurden die relativen Expressionen der Bcl-2-, Bax- 
und Casp3-Gene mittels qRT-PCR analysiert  
Die Untersuchung des Bcl-2-Gens im M. gastrocnemius ergab bei ICS-Männchen bzw. 
ICS-Weibchen im Vergleich zu Kontrolltieren eine um 50 % bzw. 40 % verminderte 
relative Expression (Anhang B-12). 
Die relative Expression des Casp3-Gens war im M. gastrocnemius von männlichen ICS-
Tieren gegenüber Kontrollen ähnlich, bei weiblichen ICS-Mäusen im Vergleich zur 
Kontrollgruppe jedoch um 60 % reduziert (Anhang B-12). Die Analyse des Bax-Gens 
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zeigte bei männlichen bzw. weiblichen ICS-Tieren eine ähnliche relative Expression im 
Vergleich zur jeweiligen Kontrolle (Anhang B-12). 
 
3.2.8 Einfluss von ICS auf die Innervation 
Zur Untersuchung des Einflusses von ICS auf die Innervation des M. gastrocnemius 
wurde zum einen die mittlere Anzahl motorischer Endplatten pro Muskelfaser mittels 
α-Bungarotoxin-Färbung bestimmt (Anhang B-13).  
Zum anderen wurde die relative Expression nikotinerger Acetylcholinrezeptoren auf 
RNA-Level durch Bestimmung der relativen Expression des Chrna1-Gens in der qRT-
PCR untersucht. 
Die relative Expression des Chrna1-Gens war im M. gastrocnemius bei männlichen ICS-
Tieren um 60 % und bei weiblichen ICS-Tieren um 50 % im Vergleich zur jeweiligen 
Kontrolle reduziert (Abbildung 34). 
In der mittleren Anzahl motorischer Endplatten pro Muskelfaser existierten im M. 
gastrocnemius weder bei männlichen noch weiblichen ICS-Tieren (0,03 + 0,0 bzw. 0,03 
+ 0,0 [n/Muskelfaser]) signifikante Unterschiede im Vergleich zu Kontrolltieren (0,03 + 
0,0 bzw. 0,03 + 0,0 [n/Muskelfaser]) (Anhang B-14).  
 
  




Abbildung 34: Relative Expression (qRT-PCR) des Chrna1-Gens im M. gastrocnemius von männlichen/weiblichen 
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3.2.9 Analyse der Mitochondrien 
3.2.9.1 Anzahl und Größe der Mitochondrien 
Neben der Frage, ob ICS einen Einfluss auf Entzündung, Atrophie, Apoptose und 
Innervation im M. gastrocnemius hat, wurde mittels Elektronenmikroskopie 
(Abbildung 38) untersucht, ob ICS subzelluläre Strukturen (Anzahl, Größe und 
Morphologie der Mitochondrien) beeinflusst.  
Bei männlichen ICS-Tieren (5,6 + 1,3 [n/µm²]) wurde im M. gastrocnemius eine 
Abnahme der Mitochondriendichte (Mitochondrienzahl/µm²) um 17,6 % (P = 0,494) im 
Vergleich zur Kontrolle (6,8 + 0,8 [n/µm²]) gefunden. Bei weiblichen ICS-Tieren (5,5 + 
1,1 [n/µm²]) ergab sich im M. gastrocnemius hingegen eine 27,9 %ige (P = 0,548) 
Zunahme der Mitochondriendichte (Mitochondrienzahl/µm²) gegenüber der Kontrolle 
(4,3 + 0,3 [n/µm²]) (Abbildung 35).  
 
Abbildung 35: Mitochondriendichte (n/µm²) im M. gastrocnemius. Die Daten zeigen Mittelwerte + SEM. Es wurden 
pro Gruppe jeweils 5 Tiere ausgewertet (Bonaterra et al., 2016). 
 
Die Untersuchung der mittleren Mitochondrienquerschnittsfläche (in nm²) zeigte im 
M. gastrocnnemius männlicher ICS-Tiere (242.876,7 + 47.276,4 [nm²]) im Vergleich zur 
Kontrolle (148.525,2 + 37.127,3 [nm²]) eine Zunahme um 63,5 % (P = 0,155). Im M. 
gastrocnemius weiblicher Tiere ergaben sich ähnliche Werte zwischen ICS-Tieren und 
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Abbildung 36: Mitochondrienquerschnittsfläche (in nm²) im M. gastrocnemius. Die Daten zeigen Mittelwerte +SEM. 
Es wurden pro Gruppe jeweils 5 Tiere ausgewertet. 
 
3.2.9.2 Bewertung der Morphologie der Mitochondrien 
Die Morphologie der Mitochondrien wurde quantifiziert, nachdem diese entweder als 
„intakt“ oder „defekt“ beurteilt wurden (Abbildung 21) (vgl.2.2.6.3).  
Bei männlichen ICS-Mäusen zeigte sich im M. gastrocnemius im Mittel eine 30,7 %ige 
Abnahme (P = 0,008) intakter Mitochondrien an der Gesamtmitochondrienzahl 
gegenüber der Kontrolle wie auch eine 30,7 %ige Zunahme (P = 0,008) defekter 
Mitochondrien an der Gesamtmitochondrienanzahl (Abbildung 37 A+B und Abbildung 
38).  
Auch bei weiblichen ICS-Tieren wurde im M. gastrocnemius eine signifikante (P = 
0,002) Abnahme der intakten und eine signifikante (P = 0,002) Zunahme der defekten 
Mitochondrien um 22,5 % im Vergleich zur Kontrolle gefunden (Abbildung 37 A+B und 
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Abbildung 37: Morphologie der Mitochondrien im M. gastrocnemius. (A): Anteil der intakten Mitochondrien an der 
Gesamtmitochondrienzahl (in %). (B): Anteil der defekten Mitochondrien an der Gesamtmitochondrienzahl (in %). 
** P < 0,01 vs. Kontrolle. Die Daten zeigen Mittelwerte + SEM. Es wurden pro Gruppe jeweils 5 Tiere ausgewertet 
(Bonaterra et al., 2016). 
 
 
Abbildung 38: Exemplarische, elektronenmikroskopische Bilder des M. gastrocnemius zur Beurteilung der Morpho-
logie der Mitochondrien (weiße Pfeile). (A): Männliche Kontrolle. (B): Männliche ICS-Maus. (C): Weibliche Kontrolle. 
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3.2.9.3 Superoxiddismutase 2 (Sod2) 
Zudem wurde die relative Genexpression der antioxidativ wirkenden Sod2, die in 
Mitochondrien lokalisiert ist, im M. gastrocnemius bestimmt.  
Die relative Expression des Sod2-Gens war im M. gastrocnemius männlicher ICS-Tiere 
um 15 % und im M. gastrocnemius weiblicher ICS-Tiere um 40 % im Vergleich zur 
jeweiligen Kontrolle reduziert (Abbildung 39). 
 
Abbildung 39: Relative Expression (qRT-PCR) des Sod2-Gens im M. gastrocnemius von männlichen/weiblichen ICS- 
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3.3 Ergebnisse der Untersuchungen des M. soleus 
3.3.1 Untersuchung der Kapillarisierung und Angiogenese 
Auch im M. soleus wurde die Kapillarisierung des Muskels mit Hilfe der BSI-B4-Lectin-
Färbung untersucht (Abbildung 41). Im M. soleus von männlichen bzw. weiblichen ICS-
Mäusen war die Kapillardichte (n/mm²) im Mittel ähnlich wie bei der jeweiligen 
Kontrolle (Anhang C-1).  
Bei männlichen ICS-Tieren zeigte sich im M. soleus jedoch eine signifikant (P = 0,010) 
um 11,8 % verminderte mittlere Anzahl von Kapillarkontakten pro Muskelfaser (4,5 + 
0,2 [n/Muskelfaser]) (alle Muskelfasertypen) verglichen mit der Kontrolle (5,1 + 0,1 
[n/Muskelfaser]). Bei weiblichen ICS-Tieren (3,8 + 0,1 [n/Muskelfaser]) war im M. 
soleus die mittlere Anzahl von Kapillarkontakten pro Muskelfaser ähnlich wie in der 
Kontrolle (3,6 + 0,2 [n/Muskelfaser]) (Abbildung 40 A). 
Die differenzierte Betrachtung der Muskelfasertypen zeigte im M. soleus bei Typ I- und 
Typ IIa-Muskelfasern männlicher ICS-Mäuse eine signifikante (P = 0,024 bzw. P = 0,042) 
Abnahme der mittleren Anzahl der Kapillarkontakte pro Muskelfaser (5,0 + 0,2 bzw. 4,5 
+ 0,2 [n/Muskelfaser]) um 9,1 % bzw. 10,0 % im Vergleich zur Kontrolle (5,5 + 0,1 bzw. 
5,0 + 0,1 [n/Muskelfaser]) (Abbildung 40 B + C). Bei den Typ IIx-Fasern existierte im M. 
soleus kein signifikanter Unterschied zwischen männlichen ICS- (4,2 + 0,3 
[n/Muskelfaser]) und Kontrolltieren (4,8 + 0,2 [n/Muskelfaser]) (Abbildung 40 D). 
Bei weiblichen ICS-Tieren wurde im M. soleus weder bei den Typ I-, den Typ IIa- noch 
den Typ IIx-Muskelfasern ein signifikanter Unterschied in der mittleren Anzahl der 
Kapillarkontakte pro Muskelfaser gegenüber der Kontrolle gefunden (Abbildung 40 B, C 
und D).  
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Abbildung 40: Anzahl der Kapillarkontakte der verschiedenen Muskelfasertypen im M. soleus. (A): Anzahl der Kapil-
larkontakte pro Muskelfaser (Muskelfasertyp nicht berücksichtigt). (B): Anzahl der Kapillarkontakte pro Muskelfaser 
vom Typ I. (C): Anzahl der Kapillarkontakte pro Muskelfaser vom Typ IIa. (D): Anzahl der Kapillarkontakte pro Mus-
kelfaser vom Typ IIx. Die Daten zeigen Mittelwerte + SEM. Kontrolle männlich: n=7, ICS männlich: n=7, Kontrolle 
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Abbildung 41: Exemplarische Querschnitte des M. soleus nach BSI-B4-Lectin-Färbung. Darstellung der Kapillaren 
(schwarze Pfeile). (A): Männliche Kontrolle. (B): Männliche ICS-Maus. (C): Weibliche Kontrolle. (D) Weibliche ICS-
Maus. Zellkerne sind durch Hämatoxylin (blau) gefärbt. Originalvergrößerung: x200 (Bonaterra et al., 2016).  
 
Auch im M. soleus wurde neben der Messung der Kapillarisierung die Angiogenese 
mittels molekularbiologischer Untersuchungen analysiert. 
Hierzu wurden im M. soleus die relativen Expressionen der Vegfa-, Vegfb-, Notch1-, 
Notch3-, Kdr- (auch VEGFR-2 genannt) und Socs3-Gene mittels qRT-PCR gemessen.  
Während die relative Expression des Vegfa-Gens im M. soleus männlicher ICS-Tiere um 
70 % gegenüber der Kontrolle vermindert war, blieb diese bei weiblichen ICS-Tieren im 
Vergleich zur Kontrolle unverändert (Abbildung 42). Die relative Expression des Vegfb-
Gens zeigte ein ähnliches Bild. Sie war im M. soleus männlicher ICS-Mäuse im Vergleich 
zur Kontrolle um 60 % reduziert und bei ICS-Weibchen um 20 % erhöht (Abbildung 42). 
Die relative Expression des Notch1-Gens war sowohl bei männlichen als auch bei 
weiblichen ICS-Mäusen im Vergleich zur Kontrolle um 90 % reduziert (Abbildung 42).  
Ebenso war die relative Expression des Notch3-Gens im M. soleus männlicher wie auch  
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Hingegen zeigte sich im M. soleus bei der relativen Expression des Kdr-Gens ein etwas 
uneinheitlicheres Bild. Bei männlichen ICS-Tieren war diese im Vergleich zur Kontrolle 
um 10 % erhöht, wohingegen sie bei weiblichen ICS-Tieren um 50 % vermindert war 
(Abbildung 42). 
Ebenso fanden sich im M. soleus bei der relativen Expression des Socs3-Gens deutliche 
Unterschiede: bei männlichen ICS-Mäusen war diese im Vergleich zur Kontrolle um 
70 % reduziert, bei weiblichen ICS-Mäusen jedoch um 100 % erhöht (Abbildung 42).  
 
Abbildung 42: Relative Expression (qRT-PCR) von Angiogenese-Genen im M. soleus von männlichen/weiblichen ICS- 
bzw. Kontrollmäusen (auf 1 normiert). 
 
3.3.2 Bestimmung der mittleren Faserdichte, der mittleren Faserfläche und der Fa-
sertypkomposition 
Als weitere morphologische Aspekte neben der Kapillarisierung wurden auch im M. 
soleus die mittlere Faserdichte, die mittlere Muskelfaserquerschnittsfläche und die 















































































































































































Ergebnisse | 98 
 
Die mittlere Faserdichte (Fasergesamtzahl/mm²) lag im M. soleus männlicher ICS-Tiere 
(745,7 + 39,2 [n/mm²]) um 9,4 % höher als bei der Kontrolle (681,8 + 72,6 [n/mm²]) 
(P = 0,469). Bei weiblichen ICS-Mäusen (688,1 + 35,3 [n/mm²]) war sie im Vergleich zur 
Kontrolle (691,7 + 33,7 [n/mm²]) jedoch ähnlich (Abbildung 43). 
 
Abbildung 43: Faserdichte (n/mm²) im M. soleus. Die Daten zeigen Mittelwerte + SEM. Kontrolle männlich: n=7, ICS 
männlich: n=8, Kontrolle weiblich: n=8, ICS weiblich: n=9 (Bonaterra et al., 2016). 
 
Die mittlere Faserquerschnittsfläche (in µm²) (alle Muskelfasertypen) war im M. soleus 
männlicher ICS-Tiere (952,9 + 70,2 [µm²]) im Vergleich zur Kontrolle (1427,5 + 284,0 2 
[µm²]) um 33,2 % verringert (P = 0,094) (Abbildung 44 A). Bei weiblichen ICS-Tieren 
(969,7 + 69,4 [µm²]) existierte im M. soleus bei der mittleren Faserquerschnittsfläche 
(alle Muskelfasertypen) kein Unterschied zur Kontrolle (971,0 + 40,8 [µm²]) (Abbildung 
44 A). Die mittlere Faserquerschnittsfläche der Typ I-Fasern war im M. soleus 
männlicher ICS-Tiere (1228,2 + 105,5 [µm²]) im Vergleich zur Kontrolle (1355,6 + 
142,2 [µm²]) um 9,4 % vermindert (P = 0,486) (Abbildung 44 B). 
Hingegen war die mittlere Faserquerschnittsfläche der Typ IIa-Fasern männlicher ICS-
Tiere (831,3 + 66,0 [µm²]) im Vergleich zu Kontrollen (1030,7 + 114,9 [µm²]) um 19,3 % 
(P = 0,158) verringert (Abbildung 44 C). Auch die mittlere Faserquerschnittsfläche der 
Typ IIx-Fasern männlicher ICS-Tiere (981,5 + 87,7 [µm²]) war im Vergleich zur Kontrolle 
(1265,6 + 156,9 [µm²]) um 22,4 % (P = 0,140) verringert (Abbildung 44 D). Diese 
Unterschiede existierten im M. soleus weiblicher ICS-Tiere im Vergleich zur Kontrolle 
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Abbildung 44: Querschnittsfläche pro Muskelfasertyp (in µm²) im M. soleus. (A): Muskelfaserquerschnittsfläche 
unabhängig vom Fasertyp. (B): Typ I-Faserquerschnittsfläche. (C): Typ IIa-Faserquerschnittsfläche. (D): Typ IIx-
Faserquerschnittsfläche. Die Daten zeigen Mittelwerte + SEM. Kontrolle männlich: n=7, ICS männlich: n=7, Kontrolle 
weiblich: n=8, ICS weiblich: n=9 (Bonaterra et al., 2016).  
 
Die Fasertypkomposition (Anteil der verschiedenen Muskelfasertypen an der 
Gesamtfaseranzahl in %) war weder bei männlichen noch bei weiblichen ICS-Tieren im 
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3.3.3 Ergebnisse der PAS-Färbung 
Zur Bestimmung des Glykogengehalts im M. soleus wurde die PAS-Färbung verwendet.  
Weder bei männlichen noch bei weiblichen ICS-Tieren zeigte sich im M. soleus ein 
signifikanter Unterschied im Glykogengehalt der Muskelfasern im Vergleich zur 
Kontrolle (Anhang C-4 A + B und Anhang C-5).  
 
3.3.4 Wirkung von ICS auf inflammatorische Parameter 
3.3.4.1 IL-1β 
Neben den morphologischen Untersuchungen der Kapillarisierung, der 
Fasertypkomposition und des Glykogengehalts wurde auch die Auswirkung von ICS auf 
inflammatorische Parameter im M. soleus untersucht. Hierzu wurden auf 
Muskelquerschnitten immunhistochemische Färbungen mit anti-IL-1β-, anti-COX-2-, 
anti-MIF- bzw. anti-CD68-Antikörpern durchgeführt. 
Zusätzlich wurde mittels molekularbiologischer Methoden (qRT-PCR) die relative 
Expression der IL-1β-, COX-2-, MIF-, CD68-, IL-6- bzw. TNF-Gene im M. soleus 
gemessen.  
Während die relative Expression des IL-1β-Gens im M. soleus von ICS-Männchen im 
Vergleich zur Kontrolle um 10 % reduziert war, war sie bei ICS-Weibchen im Vergleich 
zur Kontrolle um 290 % erhöht (Abbildung 45). 
Immunhistochemische Untersuchungen (Anhang C-6) des M. soleus zeigten weder bei 
männlichen noch bei weiblichen ICS-Tieren (1901,6 + 47,1 bzw. 1600,8 + 61,2 [n/mm²]) 
signifikante Differenzen in der Dichte (n/mm²) IL-1β+-Zellen im Vergleich zur Kontrolle 
(1762,8 + 58,7 bzw. 1715,4 + 42,3 [n/mm²]) (Anhang C-7).  
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Abbildung 45: Relative Expression (qRT-PCR) des IL-1β-Gens im M. soleus von männlichen/weiblichen ICS- bzw. 
Kontrollmäusen (auf 1 normiert). 
 
 
3.3.4.2 Cyclooxygenase 2 
Mittels qRT-PCR konnte im M. soleus männlicher ICS-Tiere im Vergleich zur Kontrolle 
eine um 10 % verminderte relative Expression des COX-2-Gens nachgewiesen werden. 
Bei weiblichen ICS-Tieren fand sich im M. soleus hingegen eine um 170 % gesteigerte 
relative Expression des COX-2-Gens im Vergleich zur Kontrolle (Abbildung 46 B). 
Immunhistochemische Untersuchungen mit anti-COX-2-Antikörpern erfolgten auch im 
M. soleus als eine Doppelfärbung mit biotinyliertem BSI-Lectin zur gleichzeitigen 
Darstellung der Kapillaren (Anhang C-9). Die Dichte COX-2+-Zellen (n/mm²) (COX-2+-
Kapillaren ausgenommen) war im M. soleus männlicher ICS-Tiere (892,9 + 43,5 
[n/mm²]) im Vergleich zu der Kontrolle (941,4 + 49,6 [n/mm²]) ähnlich (P = 0,473) 
(Abbildung 46 A). Die Dichte COX-2+-Zellen (COX-2+-Kapillaren ausgenommen) war im 
M. soleus weiblicher ICS-Tiere (797,3 + 38,4 [n/mm²]) im Vergleich zu Kontrolltieren 
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-Kapillaren ausgenommen) im M. 
soleus. Die Daten zeigen Mittelwerte + SEM. Kontrolle männlich: n=7, ICS männlich: n=8, Kontrolle weiblich: n=8, ICS 
weiblich: n=9. * P ≤ 0,05 vs. Kontrolle. (B): Relative Expression (qRT-PCR) des COX-2-Gens im M. soleus von männli-
chen/weiblichen ICS- bzw. Kontrollmäusen (auf 1 normiert). 
 
Der Anteil COX-2+-positiver Kapillaren an der Gesamtkapillaranzahl in % war im M. 
soleus männlicher bzw. weiblicher ICS-Tiere im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle 
ähnlich (Anhang C-8). 
Zur Überprüfung der Co-Lokalisation von COX-2 und Gefäßen wurde eine 
Doppelfärbung mit anti-COX-2-Antikörpern und biotinyliertem Lectin angefertigt. Die 
COX-2-Reaktion wurde mittels Cy3-konjugierter Affe anti-Kaninchen Antikörper 
sichtbar gemacht. Die Lokalisation von COX-2 in Kapillaren wie auch in größeren 
Gefäßen konnte nachgewiesen werden (Anhang C-10). 
 
3.3.4.3 MIF 
Als weiterer Entzündungsmarker wurde MIF im M. soleus mit Hilfe 
immunhistochemischer Färbungen (Anhang C-11) und mittels qRT-PCR untersucht. 
Die qRT-PCR zeigte, dass im M. soleus männlicher ICS-Tiere die relative Expression des 
MIF-Gens im Vergleich zur Kontrolle um 20 % vermindert und im M. soleus weiblicher 
ICS-Mäuse im Vergleich zur Kontrolle 20 % höher war (Abbildung 47 B).  
Mittels immunhistochemischer Untersuchungen konnte im M. soleus männlicher ICS-
Tiere (1969,9 + 69,7 [n/mm²]) ein nicht-signifikanter (P = 0,067) mittlerer Anstieg der 
Dichte (n/mm²) MIF+-Zellen um 11,7 % gegenüber der Kontrolle (1763,1 + 78,3 
[n/mm²]) nachgewiesen werden. Im M. soleus weiblicher ICS-Tiere zeigte sich eine 
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Abbildung 47: MIF im M. soleus. (A): Dichte MIF
+
-Zellen (n/mm²). Die Daten zeigen Mittelwerte + SEM. Kontrolle 
männlich: n=7, ICS männlich: n=8, Kontrolle weiblich: n=8, ICS weiblich: n=9 (Bonaterra et al., 2016). (B): Relative 




Neben den Entzündungsmarkern IL-1β, COX-2 und MIF wurde ferner der 
Makrophagenmarker CD68 analysiert. Hierzu wurde zum einen eine 
immunhistochemische Färbung mit anti-CD68-Primärantikörpern (Anhang C-12) und 
weiterhin zur Ermittlung der relativen Expression des CD68-Gens eine qRT-PCR 
durchgeführt. 
Mittels qRT-PCR zeigte sich im M. soleus männlicher ICS-Tiere im Vergleich zur 
Kontrolle eine Verminderung der relativen Expression des CD68-Gens um 50 %, bei 
weiblichen ICS-Tieren im Vergleich zur Kontrolle hingegen eine Steigerung um 40 % 
(Anhang C-13 B). 
Immunhistochemische Untersuchungen ergaben im M. soleus männlicher ICS-Tiere 
(139,7 + 34,6 [n/mm²]) im Vergleich zur Kontrolle (98,0 + 28,8 [n/mm²]) eine 
Dichtezunahme CD68+-Zellen um 42,6 % (P = 0,380). Im M. soleus weiblicher ICS-Tiere 
zeigte sich die Dichte CD68+-Zellen (140,0 + 52,3 [n/mm²]) im Vergleich zur Kontrolle 
(116,2 + 29,0 [n/mm²]) um 20,7 % erhöht (P = 0,645) (Anhang C-13 A). 
 
3.3.4.5 IL-6 und TNF 
Als weitere proinflammatorische Parameter wurden im M. soleus die relativen 
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Während männliche ICS-Tiere im Vergleich zur Kontrolle im M. soleus eine um 60 % 
verminderte relative IL-6-Genexpression aufwiesen, zeigte sich bei weiblichen ICS-
Mäusen im Vergleich zur Kontrolle eine um 80 % gesteigerte Expression (Abbildung 
48). 
Die relative Expression des TNF-Gens war im M. soleus bei männlichen/weiblichen ICS-
Tieren ähnlich wie bei der jeweiligen Kontrolle (Anhang C-14).  
 
Abbildung 48: Relative Expression (qRT-PCR) des IL-6-Gens im M. soleus von männlichen/weiblichen ICS- bzw. Kon-
trollmäusen (auf 1 normiert). 
 
3.3.5 Wirkung von ICS auf Atrophie-relevante Marker 
3.3.5.1 MuRF1 
Neben den schon genannten Untersuchungen war ferner auch im M. soleus von 
Interesse, ob ICS Atrophie-relevante Marker der Muskulatur verändert. Dazu wurden 
zum einen immunhistochemische Färbungen mit anti-MuRF1- und anti-Fbxo32-
Antikörpern angefertigt. Zum anderen wurden die relativen Expressionen der MuRF1- 
und Fbxo32-Gene mittels qRT-PCR analysiert. 
Die relative Expression des MuRF1-Gens war im M. soleus männlicher ICS-Tiere im 
Vergleich zur Kontrolle um 50 % reduziert und bei weiblichen ICS-Tieren im Vergleich 
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Immunhistochemische Untersuchungen des M. soleus mit anti-MuRF1-Antikörpern 
(Abbildung 50) zeigten, dass männliche ICS-Tiere (1445,4 + 126,5 [n/mm²]) eine um 
29,7 % (P = 0,095) erhöhte Dichte (n/mm²) MuRF1+-Zellen im Vergleich zur Kontrolle 
(1114,3 + 137,2 [n/mm²]) aufweisen (Abbildung 49 A). Weibliche ICS-Tiere zeigten im 
M. soleus eine ähnliche Dichte MuRF1+-Zellen im Vergleich zur Kontrolle (Abbildung 49 
A). 
 
Abbildung 49: MuRF1 im M. soleus. (A): Dichte MuRF1
+
-Zellen (n/ mm²). Die Daten zeigen Mittelwerte + SEM. Kon-
trolle männlich: n=6, ICS männlich: n=8, Kontrolle weiblich: n=8, ICS weiblich: n=9 (Bonaterra et al., 2016). (B): Rela-
tive Expression (qRT-PCR) des MuRF1-Gens im M. soleus von männlichen/weiblichen ICS- bzw. Kontrollmäusen (auf 
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Abbildung 50: Exemplarische Querschnitte des M. soleus nach Färbung mit anti-MuRF1-Antikörpern (schwarze 
Pfeile) und Kernfärbung mit Hoechst 33342 (blau). (A): MuRF1-Färbung des M. soleus einer männlichen Kontrolle 
und (B) Kernfärbung. (C): MuRF1-Färbung des M. soleus einer männlichen ICS-Maus und (D) Kernfärbung. (E): 
MuRF1-Färbung des M. soleus einer weiblichen Kontrolle und (F) Kernfärbung. (G): MuRF1-Färbung des M. soleus 
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3.3.5.2 Fbxo32 
Als weiterer Atrophie-relevanter Marker wurde Fbxo32 analysiert. 
Die relative Expression des Fbxo32-Gens war im M. soleus männlicher ICS-Tiere im 
Vergleich zur Kontrolle um 20 % vermindert, wohingegen sie im M. soleus weiblicher 
ICS-Mäuse im Vergleich zur Kontrolle um 50 % erhöht war (Abbildung 51 B). 
Die immunhistochemische Färbung des M. soleus mit anti-Fbxo32-Antikörpern 
(Abbildung 52) zeigte, dass männliche ICS-Tiere (1635,6 + 56,8 [n/mm²]) im Vergleich 
zur Kontrolle (1502,4 + 47,3 [n/mm²]) eine um 8,9 % (P = 0,123) erhöhte Dichte 
Fbxo32+-Zellen aufweisen (Abbildung 51 A). Im M. soleus weiblicher ICS-Tiere (1274,9 + 
38,9 [n/mm²]) zeigt sich eine Abnahme der Dichte Fbxo32+-Zellen im Vergleich zu der 
Kontrolle (1369,5 + 62,4 n/mm²]) um 6,9 % (P = 0,235) (Abbildung 51 A). 
 
Abbildung 51: Fbxo32 im M. soleus. (A): Dichte Fbxo32
+
-Zellen (n/mm²). Die Daten zeigen Mittelwerte + SEM. Kon-
trolle männlich: n=7, ICS männlich: n=8, Kontrolle weiblich: n=8, ICS weiblich: n=9 (Bonaterra et al., 2016). (B): Rela-
tive Expression (qRT-PCR) des Fbxo32-Gens im M. soleus von männlichen/weiblichen ICS- bzw. Kontrollmäusen (auf 
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Abbildung 52: Exemplarische Querschnitte des M. soleus nach Färbung mit anti-Fbxo32-Antikörpern (schwarze 
Pfeile) und Kernfärbung mit Hoechst 33342 (blau). (A): Fbxo32-Färbung des M. soleus einer männlichen Kontrolle 
und (B) Kernfärbung. (C): Fbxo32-Färbung des M. soleus einer männlichen ICS-Maus und (D) Kernfärbung. (E): 
Fbxo32-Färbung des M. soleus einer weiblichen Kontrolle und (F) Kernfärbung. (G): Fbxo32-Färbung des M. soleus 
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3.3.6 Korrelationen zwischen der Dichte an MIF+-, CD68+-, IL-1β+-, MuRF1+- bzw. 
Fbxo32+-Zellen, Muskelfaserdichte, Muskelfaserquerschnittsfläche oder Kapil-
larkontakte pro Muskelfaser im M. soleus 
Auch im M. soleus männlicher ICS-Tiere korrelierte die Dichte (n/mm²) 
inflammatorischer Zellen (MIF+) positiv mit der Dichte Atrophie-relevanter (MuRF1+, 
Fbxo32+) Zellen wie auch mit der Faserdichte (Tabelle 11). Hingegen korrelierte die 
Dichte CD68+-Zellen invers mit der Dichte MuRF+-Zellen (Tabelle 11). Die Dichte IL-1β+-
Zellen männlicher ICS-Tiere im M. soleus korrelierte positiv mit der Dichte MIF+- und 
Fbxo32+-Zellen (Tabelle 11). Zusätzlich korrelierte die Dichte atrophie-relevanter 
Proteine (MuRF1+, Fbxo32+) männlicher ICS-Mäuse im M. soleus positiv mit der 
Faserdichte (Tabelle 11). Im M. soleus männlicher ICS-Tiere wurde allerdings keine 
signifikante inverse Korrelation zwischen inflammatorischen Zellen oder Atrophie-
relevanten Proteinen und der Faserquerschnittsfläche gefunden (Tabelle 11). 
Die Anzahl der Kapillarkontakte pro Muskelfaser im M. soleus männlicher ICS-Tiere 
korrelierte positiv mit der Dichte MIF+-Zellen bzw. der Faserdichte sowie invers mit der 
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faserquerschnittsfläche oder Kapillarkontakte pro Muskelfaser im M. soleus männlicher ICS-Tiere (Bonaterra et al., 
2016). 
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Im M. soleus weiblicher ICS-Tiere korrelierte die Dichte Fbxo32+-Zellen positiv mit der 
Faserdichte (Tabelle 12). Es konnten im M. soleus weiblicher ICS-Tiere keine 
signifikanten Korrelationen zwischen inflammatorischen bzw. atrophie-relevanten 
Proteinen und der Faserquerschnittsfläche gefunden werden (Tabelle 12). Die Dichte 
CD68+-Zellen korrelierte jedoch tendentiell invers mit der Faserquerschnittsfläche und 
positiv mit der Faserdichte (Tabelle 12). 
Die Anzahl der Kapillarkontakte pro Muskelfaser im M. soleus weiblicher ICS-Tiere 
korrelierte invers mit der Dichte MuRF1+-Zellen bzw. der Faserquerschnittsfläche 
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faserquerschnittsfläche oder Kapillarkontakte pro Muskelfaser im M. soleus weiblicher ICS-Tiere.  
 
3.3.7 Wirkung von ICS auf Apoptose-relevante Marker 
Wie im M. gastrocnemius wurde auch im M. soleus der Einfluss von ICS auf Apoptose-
relevante Marker untersucht. Hierzu wurden die relativen Expressionen der Bcl-2-, 
Bax- und Casp3-Gene mittels qRT-PCR bestimmt.  
Die relative Expression von Bcl-2 war im M. soleus männlicher bzw. weiblicher ICS-
Tiere im Vergleich zur Kontrolle um 30 % bzw. 10 % vermindert (Anhang C-15). Die 
relative Expression des Bax-Gens zeigte im M. soleus männlicher ICS-Tiere im 
Gegensatz zur Kontrolle eine Verminderung um 40 %, wohingegen sie im M. soleus 
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weiblicher ICS-Mäuse im Vergleich zur Kontrolle um 20 % erhöht war (Anhang C-15). 
Die relative Genexpression von Casp3 war im M. soleus männlicher Tiere im Vergleich 
zur Kontrolle ähnlich, während sie bei weiblichen ICS-Tieren im Vergleich zur Kontrolle 
um 20 % vermindert war (Anhang C-15).  
 
3.3.8 Einfluss von ICS auf die Innervation 
Zur Untersuchung der Wirkung von ICS auf die Innervation des M. soleus wurde die 
mittlere Anzahl motorischer Endplatten pro Muskelfaser mittels α-Bungarotoxin-
Färbung bestimmt (Anhang C-16). Weiterhin wurde die Expression nikotinerger 
Acetylcholinrezeptoren auf RNA-Level durch Bestimmung der relativen Expression des 
Chrna1-Gens (qRT-PCR) analysiert.  
Die relative Expression des Chrna1-Gens war im M. soleus männlicher ICS-Mäuse im 
Vergleich zur Kontrolle um 50 % und bei weiblichen ICS-Tieren um 20 % im Vergleich 
zur Kontrolle vermindert (Abbildung 53).  
Im M. soleus war die mittlere Anzahl motorischer Endplatten pro Muskelfaser weder 
bei männlichen noch bei weiblichen ICS-Tieren (0,01 + 0,0 bzw. 0,02 + 0,0 
[n/Muskelfaser]) gegenüber der jeweiligen Kontrolle (0,02 + 0,0 bzw. 0,03 + 0,0 
[n/Muskelfaser]) signifikant unterschiedlich (Anhang C-17). 
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Abbildung 53: Relative Expression (qRT-PCR) des Chrna1-Gens im M. soleus von männlichen/weiblichen ICS- bzw. 
Kontrollmäusen (auf 1 normiert). 
 
3.3.9 Analyse der Mitochondrien 
3.3.9.1 Untersuchung von Anzahl und Größe der Mitochondrien 
Auch im M. soleus wurden mögliche Veränderungen subzellulärer Strukturen 
(Mitochondrien) elektronenmikroskopisch untersucht. Hierbei wurden die mittlere 
Dichte der Mitochondrien (n/µm²) und deren mittlere Querschnittsfläche (in nm²) 
analysiert.  
Die Mitochondriendichte war im M. soleus männlicher ICS-Tiere (7,0+ 0,9 [n/µm²]) im 
Vergleich zur Kontrolle (7,6 + 1,1 [n/µm²]) um 7,9 % (P = 0,713) vermindert. Im M. 
soleus weiblicher ICS Tiere (8,7 + 0,8 [n/µm²]) zeigte sich die Mitochondriendichte im 
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Abbildung 54: Mitochondriendichte (n/µm²) im M. soleus. Die Daten zeigen Mittelwerte + SEM. Es wurden pro 
Gruppe jeweils 5 Tiere ausgewertet (Bonaterra et al., 2016). 
 
Die Untersuchung der mittlerer Mitochondrienquerschnittsfläche (in nm²) im M. soleus 
zeigte bei männlichen ICS-Tieren (213.691,1 + 37.174,2 [nm²]) eine Zunahme um 
26,8 % (P = 0,313) im Vergleich zur Kontrolle (168.582,5 + 19.228,7 [nm²]). Hingegen 
fand sich im M. soleus weiblicher ICS-Tiere (247.831,2 + 6.913,0 [nm²]) eine ähnliche 
mittlere Mitochondrienfläche (in nm²) im Vergleich zur Kontrolle (228.186,2 + 
36.794,6 [nm²]) (Abbildung 55).  
 
 
Abbildung 55: Mitochondrienquerschnittsfläche (in nm²) im M. soleus. Die Daten zeigen Mittelwerte + SEM. Es 
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3.3.9.2 Bewertung der Morphologie der Mitochondrien 
Zusätzlich wurde die Morphologie der Mitochondrien anhand 
elektronenmikroskopischer Aufnahmen (Abbildung 57) bewertet. Die Mitochondrien 
wurden in die Kategorien „intakt“ oder „defekt“ eingeteilt (Abbildung 21) (vgl. 2.2.6.3).  
Im M. soleus männlicher ICS-Mäuse fanden sich im Mittel eine signifikante (P = 0,003) 
16,9 %ige Abnahme intakter und eine signifikante (P = 0,003) 16,9 %ige Zunahme 
defekter Mitochondrien an der Gesamtmitochondrienzahl im Vergleich zur Kontrolle 
(Abbildung 56 A+B und Abbildung 57). Ebenso zeigten weibliche ICS-Tiere im M. soleus 
eine signifikante (P <0,001) Abnahme intakter und eine signifikante (P <0,001) 
Zunahme defekter Mitochondrien um 31,1 % im Vergleich zur Kontrolle (Abbildung 56 
A+B und Abbildung 57).  
 
Abbildung 56: Morphologie der Mitochondrien im M. soleus. (A): Anteil der intakten Mitochondrien an der Ge-
samtmitochondrienzahl (in %). (B): Anteil der defekten Mitochondrien an der Gesamtmitochondrienzahl (in %). Die 
Daten zeigen Mittelwerte + SEM. ** P < 0,01, *** P < 0,001 vs. Kontrolle. Es wurden pro Gruppe jeweils 5 Tiere 
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Abbildung 57: Exemplarische, elektronenmikroskopische Bilder des M. soleus zur Beurteilung der Morphologie der 
Mitochondrien (weiße Pfeile). (A): Männliche Kontrolle. (B): Männliche ICS-Maus. (C): Weibliche Kontrolle. (D): 
Weibliche ICS-Maus. Originalvergrößerung: x20.000 (Bonaterra et al., 2016). 
 
3.3.9.3 Superoxiddismutase 2 (Sod2) 
Weiterhin wurde die relative Expression des Sod2-Gens im M. soleus untersucht:  
Diese war im M. soleus männlicher ICS-Mäuse im Vergleich zur Kontrolle um 70 % 
reduziert. Bei weiblichen ICS-Tieren war sie um 10 % im Vergleich zur Kontrolle 
gesteigert (Abbildung 58). 
A B
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Abbildung 58: Relative Expression (qRT-PCR) des Sod2-Gens im M. soleus von männlichen/weiblichen ICS- bzw. 
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4 Diskussion 
4.1 Intermittierender Kältestress (ICS)-Mausmodell 
Das Ziel der Arbeit war es, den Einfluss von ICS auf mögliche morphologische und 
molekulare Veränderungen der Skelettmuskulatur (M. gastrocnemius und M. soleus) 
im Rahmen eines FMS-Tiermodells zu untersuchen und so neue pharmakologische und 
therapeutische Ansätze zur Behandlung des FMS zu finden. Dazu wurde, wie bereits 
von anderen Arbeitsgruppen auch (Nishiyori und Ueda, 2008; Nishiyori et al., 2010; 
Nishiyori et al., 2011), das ICS-Mausmodell beim FMS genutzt. Intermittierender 
Kältestress im Mausmodell löst bei ICS-Tieren eine langanhaltende mechanische 
Allodynie und eine thermale Hyperalgesie aus. Diese werden vor allem bei weiblichen 
Mäusen nachgewiesen (Nishiyori und Ueda, 2008) und durch die Gabe des 
Antiepileptikums Gabapentin (Nishiyori und Ueda, 2008) bzw. verschiedenen 
Antidepressiva (Nishiyori et al., 2011) abgemildert. Durch die Verabreichung von 
Morphinen wird die Ausprägung der durch ICS induzierten Symptome jedoch nicht 
beeinflusst (Nishiyori et al., 2010). Die Konfrontation eines Organismus mit 
intermittierendem Kältestress hat einen länger anhaltenden Effekt nach Beendigung 
der Konfrontation auf die Ausprägung der oben genannten Symptomatik als die Zufuhr 
von kontinuierlichem Kältestress (Nishiyori und Ueda, 2008; Nishiyori et al., 2010). Da 
das FMS vor allem bei Frauen auftritt (Wolfe et al., 1995) und als häufige Symptome 
Muskelschmerzen wechselnder Lokalisation (Häuser et al., 2008) und eine verminderte 
Schmerzschwelle gegenüber mechanischem Druck, Hitze und Kälte (Kosek et al., 1996; 
Lautenbacher et al., 1994) zeigt, lag es nahe, das ICS-Mausmodell zur Untersuchung 
des FMS heranzuziehen (Nishiyori und Ueda, 2008). Außerdem ist die Symptomatik 
von FMS-Patienten häufig durch übliche Analgetika wie NSAR oder Opioide nicht 
ausreichend zu beeinflussen (Peng et al., 2015; Sörensen et al., 1995; Rao und Clauw, 
2004; Yunus et al., 1989b; Goldenberg et al., 1986), kann jedoch durch die 
Verabreichung von Gabapentin deutlich verbessert werden (Arnold et al., 2007). Auch 
dies ist eine deutliche Parallele zwischen FMS und dem ICS-Mausmodell (Nishiyori et 
al., 2010). Die Überzeugung, dass das verwendete ICS-Modell zur Untersuchung des 
FMS geeignet ist, wird durch eine kürzlich veröffentlichte Studie zur Evaluation des ICS 
als FMS-Tiermodell gestützt (Montserrat-de la Paz et al., 2015).  
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Limitierend in dem in dieser Arbeit vorgestellten Versuchsaufbau ist die Tatsache, dass 
nach dem Aussetzen der Tiere gegenüber ICS bzw. bei Kontrolltieren keine 
Untersuchung der Nozizeption durchgeführt worden ist. So kann keine Aussage über 
die Auswirkung des ICS auf die Schmerzschwelle beispielsweise von Druck oder Hitze 
gemacht werden. In künftigen Untersuchungen zum ICS-Mausmodell sollten 
Nozizeptionstests durchgeführt werden.  
 
4.2 Faserdichte, Faserfläche und Fasertypkomposition 
Im M. gastrocnemius (besteht nur aus Typ IIa-Fasern) männlicher ICS-Tiere konnte eine 
deutliche Zunahme der Faserdichte (Fasergesamtanzahl/mm²) um 22,9 % und eine 
signifikante Verringerung der mittleren Muskelfaserquerschnittsfläche um 21,6 % im 
Vergleich zu Kontrolltieren gefunden werden. Im M.soleus (besteht aus Typ I-, IIa-, IIx-
Fasern) männlicher ICS-Tiere war die Zunahme der Faserdichte nur gering ausgeprägt 
(9,4 %). Die Abnahme der mittleren Muskelfaserquerschnittsfläche war jedoch mit 
einer Abnahme von 33,2 %, wenn nicht zwischen den verschiedenen Fasertypen 
unterschieden wurde, klar nachweisbar. Sie betraf vor allem die 
Muskelfaserquerschnittsflächen von Typ IIa- (19,3 %) und Typ IIx-Fasern (22,4 %), 
wohingegen sie bei Typ I-Fasern nur gering ausgeprägt war (9,4 %). Sowohl im M. 
gastrocnemius wie auch im M. soleus weiblicher ICS-Tiere konnten weder bezüglich 
der Faserdichte noch der Muskelfaserquerschnittsfläche Unterschiede zur 
Kontrollgruppe nachgewiesen werden. In der Fasertypkomposition zeigten sich keine 
Veränderungen zwischen Kontroll- und ICS-Tieren beider Geschlechter und Muskeln. 
In einer Studie wurde gefunden, dass Muskelatrophie im Rahmen von Tumorkachexie 
wie auch Sepsis im glykolytischen M. tibialis anterior stärker als im oxidativen M. 
soleus ausgeprägt war. Gleichzeitig war jedoch die Expression Atrophie-relevanter 
Gene im M. soleus höher als im M. tibialis anterior, sodass geschlussfolgert wurde, 
dass der Peak der Expression Atrophie-relevanter Gene im M. tibialis anterior früher 
als im M. soleus eingesetzt hat und bei Messung bereits wieder abgeklungen war 
(Reed et al., 2012).  
Die in der hier vorliegenden Arbeit vorgestellten Ergebnisse können diese Studie 
bestätigen, da ICS die Muskelfaserquerschnittsfläche im M. gastrocnemius männlicher 
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ICS-Tiere signifikant verringert hat, während sie im M. soleus männlicher ICS-Tiere zum 
Untersuchungszeitpunkt lediglich nicht signifikant vermindert ist. Es liegt die 
Vermutung nahe, dass Muskelatrophie in weiblichen ICS-Tieren verspätet einsetzt (vgl. 
4.5).  
In der Literatur gibt es kontroverse Daten bezüglich struktureller Veränderungen in der 
Muskulatur von FMS-Patienten. 
So wurden z.B. keine Unterschiede in der mittleren Faseranzahl pro mm² (Bengtsson et 
al., 1986a) oder in der mittleren Faserfläche nachgewiesen (Bengtsson et al., 1986a; 
Lindh et al., 1995). 
Die Ergebnisse des ICS-Tiermodells stützen allerdings die klinischen Daten einer Studie, 
die anhand Muskelbiopsien des M. vastus lateralis von weiblichen FMS-Patienten eine 
erhöhte Variabilität der Fasergrößen und eine veränderte Verteilung der Fasergrößen 
fand (Srikuea et al., 2013). Eine weitere Publikation dokumentierte ebenfalls im M. 
quadrizeps femoris und M. deltoideus von FMS-Patienten (27 Frauen und 3 Männer) 
eine erhöhte Variabilität der Fasergrößen, jedoch auch einen signifikant erhöhten 
prozentualen Anteil an Typ I-Fasern (Gadallah et al., 2013).  
Hingegen konnten in mehreren Studien keine Veränderung in der 
Muskelfasertypkomposition von FMS-Patienten nachgewiesen werden (Srikuea et al., 
2013; Bengtsson et al., 1986a; Drewes et al., 1993; Lindh et al., 1995).  
Da in den oben genannten Publikationen Muskelbiospien des M. vastus lateralis bzw. 
M. quadrizeps und M. deltoideus vor allem weiblicher FMS-Patienten untersucht 
wurden, die hier präsentierten Daten ähnliche Veränderungen besonders aber im M. 
gastrocnemius und M. soleus männlicher ICS-Mäuse nachweisen, liegt es nahe zu 
vermuten, dass entweder die verschiedenen Skelettmuskeln unterschiedlich reagieren 
oder die Muskulatur der weiblichen ICS-Mäuse zeitverzögert im Vergleich zu 
männlichen Mäusen durch ICS betroffen ist. 
Gleichwohl stimmt die ausgeprägte Abnahme der Muskelfaserquerschnittsfläche vor 
allem der Typ II-Fasern im ICS-Modell mit Daten von FMS-Patienten überein, die eine 
Atrophie der Typ II-Fasern in verschiedenen Muskelregionen zeigen (Kalyan-Raman et 
al., 1984, Yunus et al., 1986). Ein Zusammenhang zwischen einer veränderte Verteilung 
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der Muskelfasergröße bei FMS-Patienten und Fatigue nach Belastung wird vermutet 
(Srikuea et al., 2013).  
 
4.3 Angiogenese 
Um die Sauerstoffversorgung der Muskulatur in ICS- und Kontrolltieren zu 
untersuchen, wurde die mittlere Anzahl der Kapillarkontakte pro Muskelfaser und die 
mittlere Kapillardichte (Kapillargesamtanzahl/mm²) ermittelt.  
Hier konnte bei männlichen ICS-Tieren sowohl im M. gastrocnemius wie auch im M. 
soleus eine signifikante Abnahme der Kapillarkontakte pro Muskelfaser um 12,5 % 
bzw. 11,8 % im Vergleich zu Kontrolltieren gefunden werden. Im M. soleus waren 
hiervon vor allem die Typ I- und IIa-Muskelfasern betroffen. Zwischen weiblichen ICS- 
und Kontrolltieren waren hingegen keine Unterschiede in der mittleren Anzahl der 
Kapillarkontakte vorhanden. Die mittlere Anzahl der Kapillarkontakte pro Muskelfaser 
ist im M. soleus zweimal höher als im M. gastrocnemius.  
In keinem der beiden Muskeln beider Geschlechter wurde eine Beeinflussung der 
Kapillardichte durch ICS gefunden.  
Die mit Hilfe der qRT-PCR untersuchten Angiogenese-relevanten Marker zeigten bei 
männlichen ICS-Tieren eine deutliche Abnahme der relativen Genexpression von 
Vegfa, Vegfb, Notch1 und Notch3 sowohl im M. gastrocnemius wie auch im M.soleus. 
Diese Ergebnisse passen zu der gefundenen verminderten Anzahl an Kapillarkontakten 
pro Muskelfaser bei männlichen ICS-Tieren. Außerdem zeigte sich eine Reduktion der 
Socs3-Genexpression, die vor allem im M. gastrocnemius und M. soleus männlicher 
ICS-Tiere existierte.  
Die hier vorgestellten Ergebnisse erweitern die Daten einer klinischen Studie, die 
verminderte Vegf-Konzentrationen im Plasma von FMS-Patientinnen nachweisen 
konnte (Blanco et al., 2010). Die verminderte Kapillarisierung sowohl des M. 
gastrocnemius wie auch des M. soleus mit konsekutiver Sauerstoff-Unterversorgung 
des Muskelgewebes männlicher ICS-Tiere könnte verantwortlich sein für die 
verminderte relative Expression des Socs3-Gens vor allem in der Skelettmuskulatur 
männlicher ICS-Tiere, da gezeigt werden konnte, dass Hypoxie die Socs3-mRNA-Level 
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vermindert (Yokogami et al., 2013). Durch die verminderte Socs3-Genexpression 
könnte reaktiv der hemmende Einfluss von Socs3 auf die Angiogenese reduziert 
werden.  
Die gefundene ICS-induzierte Verminderung der Kapillarkontakte pro Muskelfaser kann 
klinische Daten stützen, die ebenfalls eine verringerte Kapillaranzahl pro Muskelfaser 
bei FMS-Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollen gefunden haben (Srikuea et 
al., 2013; Lindh et al., 1995). Zudem wurde gezeigt, dass die mittlere Faserfläche (in 
µm² x 10³) in Relation zu den Kapillaren um jede Muskelfaser bei FMS-Patienten 
signifikant ansteigt (Lindh et al., 1995).  
Andererseits wurde jedoch auch beschrieben, dass keine Verringerung der mittleren 
Kapillaranzahl pro Muskelfaser in der Skelettmuskulatur von FMS-Patienten existiert 
(Bengtsson et al., 1986a).  
Weiterhin wurden morphologische Veränderungen von Kapillaren in der Muskulatur 
von FMS-Patienten gefunden, die ein vergrößertes Lumen, ein verdicktes Endothel und 
eine verbreiterte Basallamina beinhalteten. Es wurde vermutet, dass diese 
Veränderungen durch eine gestörte Mikrozirkulation in der Muskulatur verursacht 
werden (Lindman et al., 1995).  
Neben der morphologischen Untersuchung der Kapillarisierung der Skelettmuskulatur 
von FMS-Patienten wurden in weiteren Studien der Sauerstoffgehalt wie auch der 
Blutfluss in der Muskulatur von FMS-Patienten untersucht: So wurde z.B. ein 
verminderter subkutaner und intramuskulärer Sauerstoffpartialdruck gefunden (Lund 
et al., 1986). Auch wurde aufgezeigt, dass in der Muskulatur von FMS-Patienten 
sowohl die Stärke des Blutflusses als auch dessen Dauer gegenüber Kontrollen nach 
standardisierter dynamischer Arbeit wie auch während statischer Muskelkontraktion 
signifikant verringert sind (Elvin et al., 2006). Andere konnten ebenfalls zeigen, dass 
der muskuläre Blutfluss nach aerober Muskelarbeit bei Patienten signifikant verringert 
ist (McIver et al., 2006). Ferner war bei FMS-Patienten die relative 
Sauerstoffextraktionsfraktion während Muskelarbeit wie auch die Regenerationszeit 
des HbO2 und des Hb nach der Muskelarbeit verlängert (Shang et al., 2012). Aber auch 
hier existieren kontroverse Befunde: So findet sich auch ein Bericht über eine 
verstärkte Muskeldurchblutung bei Fibromyalgie-Patienten, die jedoch nicht signifikant 
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ist (Klemp et al., 1982). In einer anderen Untersuchung wurde bei FMS-Patienten 
während aerober körperlicher Anstrengung kein Unterschied in der maximalen 
Sauerstoffaufnahme (VO2max) gegenüber gesunden Kontrollen gefunden (Simms et 
al., 1994). Weiterhin präsentierte sich eine signifikant gesteigerte Innervation 
arteriovenöser Shunts in der Haut des Hypothenars. Diese betraf vor allem 
vasodilatorisch wirkende sensorische Fasern im Vergleich zur vasokonstriktorisch 
wirkenden sympathischen Innervation (Albrecht et al., 2013). Es wurde die Hypothese 
aufgestellt, dass duch einen dysregulierten Blutfluss ein ausgedehnter tiefer 
Gewebeschmerz und Fatigue in FMS-Patienten begünstigt werden könnten (Albrecht 
et al., 2013).  
Zusammenfassend gibt es vermehrt Hinweise darauf, dass in der Muskulatur von FMS-
Patienten eine Veränderung bzw. Dysregulation der Mikrozirkulation mit konsekutiv 
verminderter Sauerstoffversorgung der Muskulatur exstiert. Es zeigen sich sowohl 
numerische wie auch morphologische Veränderungen der Kapillaren. Die verminderte 
Kapillaranzahl pro Muskelfaser konnte ebenfalls in männlichen ICS-Tieren 
nachgewiesen werden. Eine Untersuchung morphologischer Veränderungen von 
Kapillaren in ICS-Tieren sollte in künftigen Untersuchungen berücksichtigt werden, um 
eventuell weitere Parallelen zwischen FMS-Patienten und ICS-Tieren ziehen zu können.  
Auch die hier vorgestellten Daten weisen darauf hin, dass ICS die Verteilung von 
Sauerstoff, Nährstoffen und Hormonen hin zu den Muskelfasern und ebenso die 
Aufnahme und den Abtransport von Stoffwechselprodukten zu exkretorischen 
Organen reduziert. 
Der M. soleus scheint durch die stärkere Kapillarisierung zweimal besser vor dieser 
Schädigung geschützt zu sein. Vor allem in Skelettmuskeln, die aus Typ II-Fasern 
bestehen, dürfte eine Verschlechterung der Mikrozirkulation zu einer verminderten 
Sauerstoffversorgung und einer geringeren Ausscheidung von 
Stoffwechselendprodukten führen. Dies könnte direkt zu einer pathologischen 
Verteilung von Gewebesauerstoff, Schmerzen und Fatigue in FMS-Patienten beitragen 
(Srikuea et al., 2013; Lund et al., 1986). Die in der hier präsentierten Arbeit gefundene 
verminderte Anzahl an Kapillarkontakten pro Muskelfaser in Zusammenschau mit der 
verringerten Muskelfaserquerschnittsfläche könnte die Fatigue nach Belastung, die in 
der Literatur beschrieben wird (Srikuea et al., 2013), erklären.   




Weiterhin vermuteten wir, dass inflammatorische Prozesse auf Grund einer Infiltration 
des Muskelgewebes durch entzündungsfördernde Zellen für die verminderte 
Muskelfaserquerschnittsfläche mitverantwortlich sein könnten. Es existieren bereits 
zahlreiche Publikationen zum veränderten Zytokinlevel bei FMS-Patienten, die in dem 
Übersichtsartikel von Uçeyler et al. sehr gut bewertet und zusammengefasst sind 
(Uçeyler et al., 2011): hier wird die Studienlage anhand der verschiedenen Zytokinlevel 
im Serum, im Plasma, im Vollblut und in der Haut von FMS-Patienten beurteilt. 
In der hier vorgestellten Arbeit wurde die Dichte der IL-1β+-, COX-2+-, MIF+- und CD68+-
Zellen im M. gastrocnemius und M. soleus männlicher bzw. weiblicher ICS-Tiere und 
deren Kontrollen untersucht. Ferner wurde die relative Expression der IL-1β-, COX-2-, 
MIF-, CD68-, IL-6- und TNF-Gene in den oben genannten Muskeln beurteilt.  
Zwischen der Dichte IL-1β+-Zellen im M. soleus und M. gastrocnemius männlicher bzw. 
weiblicher ICS-Tiere existierten keine deutlichen Unterschiede zu den jeweiligen 
Kontrollen.  
Eine Studie untersuchte mit Hilfe der Mikrodialysetechnik die IL-1β-Konzentration im 
M. vastus lateralis vor, während und nach 20-minütig wiederholten dynamischen 
Kontraktionen. Auch hier konnten keine Unterschiede zwischen den IL-1β-Leveln von 
FMS-Patienten und Kontrollen gefunden werden, sodass davon ausgegangen wurde, 
dass das Zytokin IL-1β keine wichtige Rolle in der Entstehung des FMS spielt (Christidis 
et al., 2015). Dies bestätigen auch in der Literatur beschriebene Befunde, die keinen 
Unterschied in der Serum- bzw. Plasma-Konzentration von IL-1β/IL-1 zwischen FMS-
Patienten und gesunden Kontrollen zeigen (Pay et al., 2000; Wallace et al., 2001; Gür 
et al., 2002; Christidis et al., 2015). Allerdings fand eine Studie verminderte Serum-IL-
1β-Konzentrationen in FMS-Patienten im Vergleich zur Kontrolle (Kosek et al., 2015). 
Hingegen konnte gezeigt werden, dass in Hautproben von FMS-Patienten die 
Expression (RT-PCR und Immunhistochemie) von IL-1β detektiert werden konnte, 
wohingegen dieses Zytokin in Kontrollen unter der Nachweisgrenze lag (Salemi et al., 
2003).  
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Hier ergänzen die im ICS-Mausmodell ehobenen Ergebnisse die Befunde bei FMS-
Patienten, die ebenfalls keinen Unterschied in den IL-1β-Leveln im M. vastus lateralis 
von FMS-Patienten und Kontrollen finden konnten (Christidis et al., 2015). Sie stehen 
jedoch im Widerspruch zu den erhöhten IL-1β-Leveln in der Haut von FMS-Patienten 
(Salemi et al., 2003). Da es sich jedoch bei den untersuchten Proben um 




Im M. soleus weiblicher ICS-Tiere konnte eine um 13, 2 % signifikant verringerte Dichte 
an COX-2+-Zellen gefunden werden. Im M. gastrocnemius beider Geschlechter wie 
auch im M. soleus männlicher ICS-Tiere zeigten sich hingegen keine deutlichen 
Unterschiede zwischen ICS-Tieren und jeweiligen Kontrollen. Zu diesem 
inflammatorischen Zytokin existieren im Zusammenhang mit FMS in der Literatur 
bisher keine Daten.  
Auf Grund dieser Datenlage liegt die Vermutung nahe, dass die COX-2-Expression für 
die Beschwerdesymtomatik bzw. die verminderte Muskelfaserquerschnittsfläche im 
ICS-Tiermodell eine untergeordnete Rolle spielt.  
 
4.4.3 MIF 
Es zeigte sich lediglich ein leichter Anstieg der Dichte von MIF+-Zellen im M. 
gastrocnemius bzw. M. soleus männlicher ICS-Tiere um 8,6 % bzw. 11,7 % im Vergleich 
zu den Kontrollen. Dieser konnte in weiblichen ICS-Tieren jedoch nicht nachgewiesen 
werden. Die Anzahl MIF+-Zellen im M. gastrocnemius männlicher ICS-Tiere korrelierte 
invers signifikant mit der Faserquerschnittsfläche und positiv mit der Faserdichte (vgl. 
4.7). Zu diesem inflammatorischen Zytokin existieren im Zusammenhang mit FMS in 
der Literatur bisher keine Daten. 
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4.4.4 CD68 
Sowohl im M. gastrocnemius wie auch im M. soleus männlicher ICS-Tiere konnte eine 
deutliche, aber nicht signifikante Dichtezunahme CD68+-Zellen im Vergleich zur 
Kontrollgruppe um 76,8 % bzw. 42,6 % gefunden werden. Diese war bei den 
weiblichen ICS-Tieren sowohl im M. gastrocnemius wie auch im M. soleus mit 9,1 % 
bzw. 20,7 % deutlich geringer ausgeprägt. Diese an Mäusen erhobenen Daten könnten 
somit Untersuchungen ergänzen, die ebenfalls mehr CD68+-Makrophagen in der 
Skelettmuskulatur des M. biceps brachii von FMS-Patienten im Vergleich zu Gesunden 
nachweisen konnten (Rüster et al., 2005). Allerdings zeigt eine ältere Studie im M. 
quadrizeps femoris von FMS-Patienten keine inflammatorische Myopathie oder eine 
Infiltration von Makrophagen (Drewes et al., 1993). Auch eine neuere Untersuchung 
am M. vastus lateralis ergab keine Zellinfiltration oder andere Zeichen der Entzündung 
in der Muskulatur von FMS-Patienten (Srikuea et al., 2013). In einer weiteren Studie 
konnte keine erhöhte Anzahl von Makrophagen in der Haut von FMS-Patienten 
nachgewiesen werden (Uçeyler et al., 2013).  
Deshalb kann angenommen werden, dass beim FMS-Syndrom die Invasion von CD68+-
Zellen auf die Muskulatur beschränkt ist und beispielweise in der Haut von FMS-
Patienten nicht zu finden ist. Jedoch wurden in der oben genannten Literatur jeweils 
verschiedene Skelettmuskeln untersucht, sodass kein abschließender Vergleich 
zwischen den Studien gezogen werden kann.  
Eine Limitierung der hier vorgestellten Ergebnissen stellt ebenfalls die Tatsache dar, 
dass der Dichteanstieg CD68+-Zellen, der v.a. im M. gastrocnemius männlicher ICS-
Tiere nachgewiesen werden konnte, nur tendentiell, aber nicht signifikant war. Es 
empfiehlt sich, in kommenden Untersuchungen zum ICS-Mausmodell besonders den 




Ferner wurde die IL-6-Genexpression im M. gastrocnemius und M. soleus männlicher 
wie weiblicher ICS-Tiere und entsprechender Kontrollen untersucht.  
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Die relative Genexpression des IL-6-Gens war im M. gastrocnemius bei männlichen 
bzw. weiblichen ICS-Tieren um 60 % bzw. um 190 % höher als bei der Kontrolle. Im M. 
soleus zeigte sich bei männlichen ICS-Tieren eine Verminderung der relativen IL-6-
Genexpression um 60 %, bei weiblichen ICS-Tieren eine um 80 % erhöhte relative IL-6-
Genexpression.  
In kürzlich erschienenen Studien konnte gezeigt werden, dass im Serum von FMS-
Patienten höhere Level an IL-6 existieren (Iannuccelli et al., 2010; Hernandez et al., 
2010). Allerdings gibt es auch Studien, die belegen, dass es zwischen FMS-Patienten 
und Kontrollen keine Unterschiede in der Serum- (Wallace et al., 2001; Gür et al., 2002; 
Wang et al., 2008a; Pay et al., 2000; Maes et al., 1999) bzw. Plasma-IL-6-Konzentration 
(Christidis et al., 2015) gibt. Obwohl in der Literatur mehr Studien existieren, die 
zwischen FMS-Patienten und Kontrollen keinen Unterschied in der Serum-IL-6-
Konzentration beschreiben, gehen Uçeyler et al. (Uçeyler et al., 2011) eher davon aus, 
dass FMS-Patienten eine erhöhte Serum-IL-6-Konzentration besitzen, da diese Studien 
im Gegensatz zu den Studien, in denen kein Unterschied gefunden wurde, eine höhere 
methodische Qualität besitzen. In einer Studie am M. vastus lateralis von FMS-
Patienten mittels Mikrodialysetechnik konnten keine Unterschiede im IL-6-Level von 
FMS-Patienten und Kontrollen gefunden werden (Christidis et al., 2015). In 
Hautproben von FMS-Patienten konnte jedoch die Expression (RT-PCR und 
Immunhistochemie) von IL-6 detektiert werden, wohingegen dieses Zytokin in 
Kontrollen unter der Nachweisgrenze lag (Salemi et al., 2003). Die im ICS-Mausmodell 
erhobenen Ergebnisse ergänzen die Befunde dieser Studie, da im M. gastrocnemius 
von ICS-Tieren beider Geschlechter eine erhöhte IL-6-Genexpression nachgewiesen 
werden konnte. Ferner könnte vermutet werden, dass die IL-6-Genexpression in 
unterschiedlichen Skelettmuskeln verschieden ausgeprägt ist. Die Untersuchungen von 
Christidis et al. (Christidis et al., 2015) wurden mittels Mikrodialysetechnik bei FMS 
Patienten erhoben, sodass die Ergebnisse des hier vorgestellten ICS-Mausmodells nur 
schwer mit diesen vergleichbar sind.  
Allerdings können erhöhte IL-6-Level zur Atrophie der Skelettmuskulatur führen 
(Haddad et al., 2005). Es wird hypothetisiert, dass moderate IL-6-Level über eine kurze 
Zeitdauer keine proatrophischen Effekte auslösen, während persistierende und 
systemisch erhöhte IL-6-Level gegebenenfalls notwendig für die Induktion kataboler 
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Effekte und Muskelschwund, möglicherweise mit Hilfe weiterer Mediatoren, sind 
(Muñoz-Cánoves et al., 2013). In Zusammenschau der hier vorgestellten Ergebnisse 
könnten erhöhte IL-6-Werte für die Entwicklung der Beschwerdesymptomatik und für 
eine verminderte Muskelfaserquerschnittsfläche im ICS-Modell mitverantwortlich sein.  
In künftigen Studien mittels ICS-Tiermodell sollte daher der IL-6-Proteingehalt z.B. 
mittels immunhistologischer Färbungen bzw. Western Blot nachgewiesen werden.  
 
4.4.6 TNF 
Die TNF-Genexpression war bei männlichen ICS-Tieren im M. gastrocnemius um 90 % 
gesteigert, wohingegen sie bei weiblichen ICS-Tieren um 60 % vermindert war. Im M. 
soleus war die Genexpression bei männlichen/weiblichen ICS-Tieren im Vergleich zur 
Kontrollgruppe ähnlich.  
In FMS-Patienten wurden eine signifikant erhöhte TNF-alpha-Konzentration im Serum 
(Cordero et al., 2013; Wang et al., 2008a) und eine signifikant erhöhte TNF-alpha-
Expression in mononukleären Zellen des peripheren Bluts (PBMC) im Vergleich zu 
gesunden Kontrollen gefunden. Die Serum-TNF-alpha-Konzentration korrelierte 
negativ mit der Coenzym Q10-Konzentration in PBMCs und positiv mit der Höhe von 
mitochondrialen ROS. Sowohl die Serum-TNF-alpha-Konzentration wie auch die TNF-
alpha-mRNA-Expression korrelierten positiv mit den Schmerzangaben der Patienten 
(Cordero et al., 2013). Außerdem wurde gefunden, dass in Hautproben von FMS-
Patienten die Expression (RT-PCR und Immunhistochemie) von TNF detektiert werden 
konnte, wohingegen dieses Zytokin in Kontrollen unter der Nachweisgrenze lag (Salemi 
et al., 2003). Jedoch existieren auch Studien, die keine erhöhten Serum- bzw. Plasma-
TNF-Level in FMS-Patienten im Vergleich zu Kontrollen fanden (Wallace et al., 2001; 
Uçeyler et al., 2006; Christidis et al., 2015). In einer weiteren Studie an FMS-Patienten 
wurde die TNF-Konzentration im M. vastus lateralis von FMS-Patienten vor, während 
und nach 20-minütig wiederholten dynamischen Kontraktionen mittels 
Mikrodialysetechnik gemessen. In Kontrollen konnte vor den Kontraktionen ein 
signifikant höheres TNF-Level gemessen werden als in den FMS-Patienten. Außerdem 
stieg in Kontrollen das TNF-Level im Vergleich zu den FMS-Patienten signifikant an 
(Christidis et al., 2015).  
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In Berücksichtigung der Tatsache, dass ICS vor allem den M. gastrocnemius männlicher 
ICS-Tiere zu affektieren scheint, können auch im ICS-Tiermodell eine gesteigerte TNF-
Genexpression nachgewiesen werden und somit in der Literatur gefundene Ergebnisse 
gestützt werden. Allerdings werden die erhobenen Daten dadurch limitiert, dass nur 
die TNF-Genexpression gemessen wurde. In künftigen Untersuchungen zum ICS-
Tiermodell sollte auch der TNF-Proteingehalt, bevorzugt im M. gastrocnemius 
männlicher Tiere, gemessen werden, um eine klarere Aussage bezüglich der Rolle von 
TNF an der Entstehung des FMS treffen zu können. 
Die Untersuchungen von Christidis et al. (Christidis et al., 2015) scheinen im Gegensatz 
zu den in der vorliegenden Arbeit präsentierten Ergebnissen zu stehen. Dies kann zum 
einen darauf zurückzuführen sein, dass ein anderer Skelettmuskel mittels einer 
anderen Technik untersucht wurde bzw. zum anderen die Befunde von Patienten 
stammen, sodass diese Ergebnisse nicht direkt vergleichbar sind.  
Die in der hier vorgestellten Arbeit präsentierten Ergebnisse lassen vermuten, dass 
erhöhte TNF-Level zur Entstehung der Symptomatik im ICS-Tiermodell beitragen 
könnten. Ferner könnten erhöhte TNF-Level auch zu einer verminderten 
Muskelfaserquerschnittsfläche führen, da in der Literatur bereits beschrieben wurde, 
dass TNF in der Skelettmuskulatur zu Muskelatrophie (Reid und Li, 2001; Li et al., 2003; 
Larichaudy et al., 2012) und verstärkter Glykolyse (Remels et al., 2015) führt. Ferner ist 
es ein Regulator von Myogenese und Muskelregeneration (Chen et al., 2007) und 
inhibiert die Myoblastendifferenzierung (Meyer et al., 2015).  
 
4.5 Atrophie und Apoptose 
Für Atrophievorgänge in der Skelett- und Herzmuskulatur spielen die beiden E3-
Ubiquitin-Ligasen MuRF1 und Fbxo32 eine bedeutende Rolle. Sie sind in der 
Skelettmuskulatur in Ruhe auf relativ geringem Level exprimiert. Ihre Expression steigt 
allerdings schnell nach dem Einsetzen verschiedener Stressoren und vor dem Einsetzen 
von Muskelverlust an (Bodine und Baehr, 2014). Muskelatrophie in der 
Skelettmuskulatur hängt eng mit apoptotischen Vorgängen zusammen. So führt eine 
reduzierte PI3K-Aktivität über Apoptose und das Ubiquitin-Proteasom-System zu 
Muskelatrophie (Lee et al., 2004).  
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Es konnte eine 14,7 %ige Zunahme der Dichte an MuRF1+- und eine signifikante 
17,7 %ige Zunahme der Dichte Fbxo32+-Zellen im M. gastrocnemius männlicher ICS-
Tiere im Vergleich zur Kontrollgruppe gefunden werden. Auch im M. soleus männlicher 
ICS-Tiere nimmt die Dichte an MuRF1+- und Fbxo32+-Zellen um 29,7 % bzw. 8,9 % zu. 
Dies könnte ein Hinweis darauf sein, dass die beiden Ligasen mitverantwortlich für die 
Verminderung der mittleren Faserquerschnittsfläche männlicher ICS-Mäuse sind. 
Auffällig sind weiterhin die gegenüber der Kontrolle erhöhten relativen Expressionen 
der MuRF1- und Fbxo32-Gene im M. gastrocnemius und M. soleus weiblicher ICS-Tiere 
ohne eine Zunahme der Dichte an MuRF1+- und Fbxo32+-Zellen. Dies könnte darauf 
hindeuten, dass die Kälte-induzierten Atrophieprozesse in weiblichen Tieren erst 
später einsetzen und deshalb (noch) keine Zunahme der Dichte MuRF1+- wie auch 
Fbxo32+-Zellen wie auch noch keine Verminderung der mittleren 
Faserquerschnittsfläche nachweisbar sind. Diese Ergebnisse zeigen, dass ICS 
proteolytische Prozesse in der Skelettmuskulatur via MuRF1 und Fbxo32 fördert und 
stehen im Einklang mit Befunden bei Ratten, bei der die Tiere für mehrere Stunden bei 
4°C gehalten wurden (Manfredi et al., 2013).  
Hingegen konnten sowohl im M. gastrocnemius als auch M. soleus männlicher wie 
auch weiblicher ICS-Tiere keine relevante Erhöhung der relativen Genexpression pro-
apoptotischer Marker (Bax, Casp3) gefunden und allenfalls eine leichte Verminderung 
der relativen Genexpression des anti-apoptotischen Bcl-2 im M. gastrocnemius und M. 
soleus männlicher und im M. gastrocnemius weiblicher ICS-Tiere nachgewiesen 
werden. Daraus kann die Schlussfolgerung gezogen werden, dass die durch ICS 
verminderte Faserquerschnittsfläche nicht durch apoptotische Vorgänge in der 
Skelettmuskulatur ausgelöst wurden. Die hier beschriebenen tierexperimentell 
erhobenen Ergebnisse sind damit im Einklang mit klinischen Daten von FMS-Patienten, 
deren Skelettmuskulatur in elektronenmikroskopischen Untersuchungen keine 
typischen Zeichen von Apoptose aufwies (Sprott et al., 2004). Allerdings konnten in 
einer weiteren Studie signifikant erhöhte Serum-Level an Anti-Annexin V-Antikörpern, 
die mit apoptischen Vorgängen assoziiert sein können, bei FMS-Patienten 
nachgewiesen werden (Gheita et al., 2013).  
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4.6 Innervation 
Da eine geringere mittlere Muskelfaserquerschnittsfläche im M. gastrocnemius und M. 
soleus männlicher ICS-Tiere im Vergleich zu Kontrolltieren nachgewiesen werden 
konnte und Hypothesen existieren, dass die Symptomatik des FMS durch eine 
Veränderung der motorischen Endplatten hervorgerufen werden könnte (Bazzichi et 
al., 2009), wurde die Innervation der Skelettmuskulatur mit Hilfe einer α-Bungarotoxin-
Färbung untersucht. Jedoch konnten weder bei männlichen noch bei weiblichen 
Mäusen sichtbare Veränderungen oder eine Differenz in der Anzahl motorischer 
Endplatten pro Muskelfaser (Innervation) in den beiden untersuchten Skelettmuskeln 
gefunden werden. Lediglich die relative Expression des Chrna1-Gens war in beiden 
Geschlechtern, sowohl im M. gastrocnemius wie auch im M. soleus, reduziert. Diese 
Daten lassen vermuten, dass Veränderungen der Innervation der Muskulatur durch 
motorische Endplatten in ICS-Mäusen und FMS-Patienten eher eine untergeordnete 
Rolle spielen.  
 
4.7 Korrelationen zwischen der Dichte an MIF+- ,CD68+- ,IL-1β+-, 
MuRF1+- bzw. Fbxo32+-Zellen, Muskelfaserdichte, Muskelfaserquer-
schnittsfläche oder Kapillarkontakten 
Die hier präsentierten Daten zeigen zum ersten Mal, dass im M. gastrocnemius 
männlicher ICS-Tiere die Dichte inflammatorischer Zellen (IL-1β+, MIF+) positiv mit der 
Dichte von Zellen, die Atrophie-relevante Proteine exprimieren (MuRF1+, Fbxo32+) und 
der Faserdichte korrelieren. Außerdem korrelierte die Dichte inflammatorischer Zellen 
(IL-1β+, MIF+, CD68+) invers mit der Faserquerschnittsfläche. Die Dichte der Zellen, die 
Atrophie-relevante Proteine exprimieren (MuRF1+, Fbxo32+), korrelierte positiv mit der 
Faserdichte und invers mit der Faserquerschnittsfläche.  
Die Korrelationen zwischen den o.g. Parametern stimmen mit entsprechenden 
Korrelationen zwischen diesen Parametern bzgl. M. soleus männlicher ICS-Tiere 
überein. Allerdings korrelierte im M. soleus die Dichte inflammatorischer Zellen (IL-1β+, 
MIF+) und die der Zellen, die Atrophie-relevante Proteine exprimieren (MuRF1+, 
Fbxo32+), nicht signifikant invers mit der Faserquerschnittsfläche.  
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Die Faserdichte im M. soleus männlicher ICS-Tiere korrelierte invers mit der 
Faserquerschnittsfläche, sowie positiv mit der Anzahl der Kapillarkontakte pro 
Muskelfaser. Auch die Faserquerschnittsfläche korrelierte invers mit der Anzahl der 
Kapillarkontakte pro Muskelfaser. 
Im M. gastrocnemius weiblicher ICS-Tiere korrelierte die Dichte an IL-1β+-Zellen positiv 
mit der Faserdichte und ebenfalls positiv mit der Anzahl der Kapillarkontakte pro 
Muskelfaser. Die Dichte MIF+-Zellen korrelierte hingegen positiv mit der Dichte an 
Zellen, die Atrophie-relevante Proteine (MuRF1+, Fbxo32+) exprimieren wie auch mit 
der Faserdichte. Die Dichte MuRF1+-Zellen korrelierte ihrerseits positiv mit der 
Faserdichte und invers mit der Faserquerschnittsfläche. Die Dichte Fbxo32+-Zellen 
korrelierte positiv mit der Faserdichte und der Anzahl der Kapillarkontakte pro 
Muskelfaser. 
Im M. soleus weiblicher ICS-Tiere konnte eine inverse Korrelation der Dichte MuRF1+-
Zellen mit der Anzahl der Kapillarkontakte pro Muskelfaser nachgewiesen werden. 
Außerdem korrelierte die Dichte Fbxo32+-Zellen positiv mit der Faserdichte. Die 
Faserdichte korrelierte negativ mit der Faserquerschnittsfläche und positiv mit der 
Anzahl der Kapillarkontakte pro Muskelfaser. Die Faserquerschnittsfläche korrelierte 
invers mit der Anzahl der Kapillarkontakte pro Muskelfaser. Es konnten im M. soleus 
weiblicher ICS-Tiere keine signifikanten Korrelationen zwischen inflammatorischen 
bzw. Atrophie-relevanten Proteinen und der Faserquerschnittsfläche gefunden 
werden.  
Diese Daten deuten darauf hin, dass in der Skelettmuskulatur männlicher ICS-Tiere vor 
allem im M. gastrocnemius proinflammatorische und/oder Atrophie-relevante 
Proteine mit der Regulation der Faserdichte und/oder der Muskelfaserquerschnitts-
fläche verknüpft sind. Außerdem legt die fehlende signifikante Korrelation zwischen 
proinflammatorischen bzw. Atrophie-relevanten Proteinen und der Muskelfaserquer-
schnittsfläche im M. soleus männlicher ICS-Tiere die Vermutung nahe, dass der Einfluss 
von ICS über proinflammatorische und Atrophie-bezogene Prozesse in dem Skelett-
muskel, der vor allem aus Typ I-Fasern besteht, verzögert abläuft. 
Auch in der Skelettmuskulatur weiblicher ICS-Tiere zeigen die Ergebnisse keinen klaren 
Hinweis auf einen solchen Zusammenhang.  
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Deshalb sollte in künftigen Untersuchungen der Zusammenhang von 
proinflammatorischen bzw. Atrophie-relevanten Markern und der 
Muskelfaserquerschnittsfläche bzw. der Faserdichte ebenfalls in der Skelettmuskulatur 
von FMS-Patienten betrachtet werden.  
Im Tiermodell sollten zur weiteren Untersuchung dieses Zusammenhangs Skelett-
muskeln mit vorwiegend Typ II-Fasern von männlichen Tieren eingesetzt werden. 
 
4.8 Mitochondrien 
Mit Hilfe der Elektronenmikroskopie wurden auf subzellulärer Ebene die 
Mitochondrien hinsichtlich ihrer Anzahl, Fläche und Morphologie untersucht. Zudem 
wurde die relative Expression des Sod2-Gens im M. gastrocnemius und M. soleus 
bestimmt. 
Die Mitochondriendichte im M. gastrocnemius bzw. M. soleus männlicher ICS-Tiere 
war gegenüber der Kontrolle um 17,6 % bzw. 7,9 % geringer. Bei weiblichen ICS-Tieren 
war die Mitochondriendichte im M. gastrocnemius im Vergleich zur Kontrolle hingegen 
um 27,9 % höher und im M. soleus im Vergleich zur Kontrolle ähnlich. Weiterhin 
konnte nachgewiesen werden, dass die morphologische Qualität der Mitochondrien im 
M. gastrocnemius und M. soleus männlicher und weiblicher Tiere negativ durch ICS 
beeinflusst wurde. Es zeigte sich ein signifikanter Anstieg „defekter“ Mitochondrien an 
der Gesamtmitochondrienzahl sowohl im M. gastrocnemius wie auch im M. soleus 
männlicher ICS-Tiere um 30,7 % bzw. 16,9 %. Auch bei weiblichen ICS-Tieren konnte 
ein signifikanter Anstieg „defekter“ Mitochondrien an der Gesamtmitochondrienzahl 
im M. gastrocnemius um 22,5 % und im M. soleus um 31,1 % nachgewiesen werden. Es 
fanden sich ein Verlust Intaktheit der Cristae und Zeichen der Autophagie. Zusätzlich 
konnte im M. gastrocnemius und M. soleus männlicher ICS-Tiere eine deutliche 
Größenzunahme der Mitochondrien beobachtet werden. So nahm die 
Mitochondriengröße männlicher ICS-Tiere im M. gastrocnemius um 63,5 % und im M. 
soleus um 26,8 % zu, während diese in weiblichen ICS-Tieren sowohl im M. 
gastrocnemius wie auch im M. soleus ähnlich zur Mitochondriengröße der Kontrolle 
war. 
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Die relative Expression des Sod2-Gens war im M. gastrocnemius sowohl männlicher 
wie auch weiblicher ICS-Tiere gegenüber Kontrollen reduziert. Im M. soleus männlicher 
ICS-Tiere war die Genexpression von Sod2 ebenfalls vermindert. 
Diese Ergebnisse ergänzen Daten von FMS-Patienten, die im Vergleich zu gesunden 
Kontrollen ebenfalls eine Veränderung der Mitochondrien hinsichtlich Anzahl, Größe, 
Form, Funktion und Organisation zeigen: So wurde berichtet, dass die Cristae der 
Mitochondrien in der Skelettmuskulatur einiger FMS-Patienten leicht unregelmäßig 
waren (Drewes et al., 1993) und die Verteilung der Mitochondrien ungewöhnlich war 
(Srikuea et al., 2013). Ferner wurde eine signifikant verringerte Anzahl an 
Mitochondrien, die zusätzlich eine veränderte Form besaßen, in der Skelettmusku-
latur von FMS-Patienten gefunden: Die Mitochondrien waren signifikant größer als die 
der Kontrolle (Sprott et al., 2004). Eine weitere Studie konnte bestätigen, dass die 
Mitochondrien in der Skelettmuskulatur von FMS-Patienten eine veränderte Form 
besitzen (Gadallah et al., 2013).  
Die nachgewiesene verminderte relative Expression des Sod2-Gens in der 
Skelettmuskulatur von ICS-Tieren erweitert die Daten anderer Studien, die das 
Vorhandensein von oxidativem Stress in FMS-Patienten untersuchten:  
Es konnte ein signifikant vermindertes Serumlevel an Superoxiddismutase, einem 
intrazellulärem Antioxidans, gefunden werden (Bagis et al., 2005). Weiterhin zeigten 
sich vermehrt mitochondriale ROS in PBMCs von FMS-Patienten (Cordero et al., 2013; 
Cordero et al., 2009). Außerdem wurden in PBMCs von FMS-Patienten ein signifikant 
vermindertes Level an Coenzym Q10, das in der inneren Mitochondrienmembran 
lokalisiert ist, und ein erhöhtes Level an Lipidperoxidation gefunden (Castro-Marrero 
et al., 2013; Cordero et al., 2012; Cordero et al., 2010). Es wird vermutet, dass 
oxidativer Stress und bioenergetische Dysfunktion von Mitochondrien verbreitet in 
FMS-Patienten vorkommen und mit der Schwere der Symptome zusammenhängen 
(Castro-Marrero et al., 2013; Cordero et al., 2013; Cordero et al., 2011).  
Ein gegensätzliches Ergebnis liefert jedoch eine Studie, welche die F2-Isoprostan-
Exkretion über den Urin als Marker für oxidativen Stress von FMS-Patienten untersucht 
hat: Hier konnte kein signifikanter Unterschied zwischen Patienten und gesunden 
Kontrollen festgestellt werden (Chung et al., 2009). 
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Neben den morphologischen (qualitativen/quantitativen) Aspekten der Mitochondrien 
ist auch der Metabolismus der Muskulatur von FMS-Patienten Gegenstand vieler 
Untersuchungen. Zum einen wurde der Phosphatstoffwechsel in verschiedenen 
Muskeln analysiert. Hierbei wurden unterschiedliche Ergebnisse erzielt. Während 
einige Studien eine Abnahme von phosphathaltigen Energieträgern wie ATP oder 
Kreatinphosphat in der Muskulatur von FMS-Patienten zeigten (Bengtsson et al., 
1986b; Gerdle et al., 2013; Park et al., 1998; Sprott et al., 2000), wurden in anderen 
Veröffentlichungen diese Ergebnisse nicht bestätigt (Blécourt et al., 1991; Jubrias et al., 
1994; Simms et al., 1994). Es wurde vermutet, dass die Abnahme von ATP und 
Kreatinphosphat in der Muskulatur von FMS-Patienten eine Folge der Kombination aus 
körperlicher Inaktvität auf Grund von Schmerzen und einer Dysfunktion muskulärer 
Mitochondrien ist (Gerdle et al., 2013).  
Außerdem wurde in PBMCs eine mitochondriale Dysfunktion anhand eines signifikant 
reduzierten mitochondrialen Membranpotentials (Cordero et al., 2010) und einer 
verminderten Citrat-Synthase-Aktivität nachgewiesen (Cordero et al., 2010; Castro-
Marrero et al., 2013). Auch der Gehalt an mtDNA in PBMCs von FMS-Patienten war 
gegenüber gesunden Kontrollen verringert (Castro-Marrero et al., 2013; Cordero et al., 
2013).  
Weiterhin wurden bei FMS-Patienten im Vergleich zur Kontrolle Unterschiede im 
Lactat-Pyruvat-Metabolismus gefunden: so war bei FMS-Patienten die interstitielle 
Konzentration von Pyruvat und Lactat im M. trapezius in Ruhe signifikant erhöht, was 
Zeichen einer mitochondrialen Insuffizienz sein könnte (Gerdle et al., 2010). 
Untersuchungen des M. vastus lateralis bzw. des M. trapezius zeigten hierzu allerdings 
kontroverse Ergebnisse: Hier wurde kein Unterschied der Lactat-Konzentration des 
Muskels in Ruhe festgestellt. Auch waren die Pyruvat-Konzentrationen nicht signifikant 
verändert (Bengtsson et al., 1986b; McIver et al., 2006). Durch eine andere 
Arbeitsgruppe konnte im ICS-Mausmodell nachgewiesen werden, dass die LDH-
Aktivität in mitochondrialen Extrakten peripherer Skelettmuskulatur männlicher wie 
auch weiblicher ICS-Tiere im Vergleich zu Kontrollen erhöht war. In Zusammenschau 
mit nachgewiesenermaßen geschädigten Mitochondrien wurde die erhöhte LDH-
Aktivität im Rahmen einer nicht mehr funktionierenden oxidativen Verwertung des 
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Pyruvats gesehen, welches folglich durch die LDH in Lactat umgewandelt wird (Oezel et 
al., 2016).  
In Zusammenschau der hier vorgestellten Ergebnisse mit oben genannter Literatur 
ergeben sich klare Hinweise darauf, dass sowohl in der Skelettmuskulatur von FMS-
Patienten wie auch von ICS-Mäusen morphologische wie auch funktionelle 
Veränderungen bzw. Schädigungen der Mitochondrien, möglicherweise mitverursacht 
durch ROS, vorhanden sind. 
Die Daten bzgl. morphologischer (qualitativer und quantitativer) Veränderungen der 
Mitochondrien in ICS-Tieren, die möglicherweise auch Einfluss auf deren Funktion 
haben, könnten nicht nur die oxidative Kapazität der Muskulatur beeinträchtigen, 
sondern auch zur Atrophie einzelner Muskelfasern führen. Die reduzierte Expression 
des Sod2-Gens könnte auf eine verminderte antioxidative Funktion der mitochondrial 
lokalisierten Superoxiddismutase2 hindeuten, was ebenfalls zur Schädigung der 
Mitochondrien und der dort lokalisierten Enzyme durch ROS beitragen könnte. Zwar 
konnten die Veränderungen der Mitochondrienmorphologie in beiden untersuchten 
Skelettmuskeln beider Geschlechter gefunden werden, jedoch war vor allem die 
Anzahl der Mitochondrien im M. gastrocnemius männlicher ICS-Tiere im Vergleich zur 
Kontrolle vermindert und die Mitochondrienquerschnittsfläche erhöht. Deshalb sollte 
in künftigen Untersuchungen zu Mitochondrien im FMS bevorzugt der M. 
gastrocnemius männlicher ICS-Tiere analysiert werden. In künftigen 
tierexperimentellen Untersuchungen zum FMS mittels ICS-Modell sollten ferner zur 
weiteren Evaluation mitochondrialer Funktionsstörungen neben den bereits 
durchgeführten morphologischen (qualitativen/quantitativen) Untersuchungen der 
Mitochondrien auch der Metabolismus der Muskulatur, im Speziellen die 
phosphathaltigen Energieträger ATP und Kreatinphosphat wie auch der Lactat- und 
Pyruvatgehalt der Sklettmuskulatur untersucht und quantifiziert werden. 
Darüberhinaus sollten weitere oxidative und antioxidative Parameter und auch die 
Sod2-Expression auf Proteinebene in der Skelettmuskulatur von ICS-Tieren bestimmt 
werden, um die Pathophysiologie des FMS weiter zu erforschen. 
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5 Zusammenfassung 
Das Fibromyalgie-Syndrom (FMS) gehört zu den chronischen Schmerzsyndromen, 
dessen Ätiologie bisher nicht geklärt werden konnte. Es zeichnet sich vor allem durch 
Muskelschmerzen in verschiedenen Körperregionen aus. Daneben liegen häufig 
weitere Symptome wie Rückenschmerzen, Müdigkeit, Schlafstörungen, Parästhesien, 
Morgensteifigkeit oder Depressionen vor. In Deutschland kann das FMS nach den 
Kriterien des American College of Rheumatology (ACR) aus dem Jahre 1990, nach den 
modifizierten vorläufigen ACR-Kriterien aus dem Jahre 2010 oder nach den 
symptombasierten Kriterien der S3-Leitlinie zum FMS (AWMF-Kriterien) diagnostiziert 
werden. In den USA leiden circa 2 % der Gesamtbevölkerung an FMS, wobei das 
weibliche Geschlecht (3,4 % der Frauen) deutlich häufiger als das männliche (0,5 % der 
Männer) betroffen ist. Es gibt verschiedenartige Ansätze zur Klärung der 
Ätiopathogenese des FMS. So werden strukturelle, morphologische wie auch 
metabolische Veränderungen der Skelettmuskulatur diskutiert, die zur Symptomatik 
des FMS führen könnten. Daneben existieren Hypothesen, nach denen ein 
Ungleichgewicht an pro- und antiinflammatorischen Zytokinen, oxidativer Stress, 
mitochondriale Dysfunktion oder eine abnorme zentrale Schmerzverarbeitung Ursache 
des FMS sein könnten.  
In der vorliegenden Arbeit wurde mit Hilfe des intermittierenden Kältestressmodells 
(ICS-Modell) geprüft, wie sich ICS auf die Skelettmuskulatur (M. gastrocnemius und M. 
soleus) männlicher und weiblicher Mäuse auswirkt. Dazu wurden mittels 
(immun)histochemischer Färbungen, molekularbiologischer Untersuchungen und 
Elektronenmikroskopie die Morphologie, Kapillarisierung und Angiogenese, der 
Glykogengehalt, inflammatorische, Atrophie- und Apoptose-relevante Parameter, 
Innervation und intramuskuläre Mitochondrien der Skelettmuskulatur von ICS- und 
Kontrolltieren analysiert. Eine Limitierung der gefundenen Ergebnisse stellt die 
Tatsache dar, dass bei den Tieren keine Untersuchung der Nozizeption durchgeführt 
wurde und so ICS-induzierte Unterschiede in der Schmerzschwelle zwischen ICS- und 
Kontrolltieren nicht evaluierbar sind.  
Durch ICS war die mittlere Muskelfaserquerschnittsfläche männlicher Tiere im M. 
gastrocnemius um 21,6 % und im M. soleus um 33,2 % kleiner als im Vergleich zur 
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Kontrollgruppe. Die mittlere Faserdichte männlicher ICS-Tiere war hingegen im M. 
gastrocnemius um 22,9 % und im M. soleus um 9,4 % im Vergleich zur Kontrollgruppe 
erhöht. Weiterhin war die Anzahl der Kapillarkontakte pro Muskelfaser sowohl im M. 
gastrocnemius wie auch im M. soleus männlicher ICS-Tiere signifikant um 12,5 % bzw. 
11,8 % erniedrigt. Zudem war bei männlichen ICS-Tieren die relative Expression 
Angiogenese-relevanter (Vegfa, Vegfb, Notch1, Notch3) Gene in beiden 
Skelettmuskeln vermindert. ICS hat in männlichen Tieren ferner zu einer 
Dichtezunahme Atrophie-relevanter Zellen (MuRF1+ bzw. Fbxo32+) sowohl im M. 
gastrocnemius als auch im M. soleus geführt. So stieg die Dichte MuRF1+-Zellen in 
männlichen ICS-Tieren im M. gastrocnemius um 14,7 % und im M. soleus um 29,7 % im 
Vergleich zur Kontrolle an. Die Dichte Fbxo32+-Zellen in männlichen ICS-Tieren war im 
M. gastrocnemius signifikant um 17,7 % und im M. soleus um 8,9 % im Vergleich zur 
Kontrollgruppe erhöht. In weiblichen ICS-Tieren war die relative Expression des 
MuRF1- bzw. Fbxo32-Gens in beiden Skelettmuskeln gegenüber der Kontrolle erhöht, 
die Dichte an MuRF1+- und Fbxo32+-Zellen jedoch nicht. Es fanden sich Hinweise 
darauf, dass im M. gastrocnemius, der vor allem aus Typ II-Muskelfasern besteht, 
männlicher ICS-Tiere inflammatorische und/oder Atrophie-relevante Proteine mit der 
Regulation der Faserdichte und/oder der Muskelfaserquerschnittsfläche verknüpft 
sind. Apoptotische oder die Innervation betreffende Veränderungen der 
Skelettmuskulatur scheinen hingegen nicht durch ICS beeinflusst zu werden. Weiterhin 
war durch ICS die Mitochondriendichte im M. gastrocnemius und M. soleus männlicher 
Tiere um 17,6 % bzw. 7,9 % im Vergleich zu den Kontrollen verringert. Die 
Mitochondrienmorphologie wurde durch ICS sowohl in männlichen wie auch in 
weiblichen Tieren negativ beeinflusst. In männlichen ICS-Tieren nahm der Anteil 
„defekter“ Mitochondrien an der Gesamtmitochondrienanzahl im M. gastrocnemius 
um 30,7 % bzw. im M. soleus um 16,9 % zu. In weiblichen ICS-Tieren nahm der Anteil 
„defekter“ Mitochondrien an der Gesamtmitochondrienanzahl im M. gastrocnemius 
bzw. im M. soleus um 22,5 % bzw. 31,1 % zu. In männlichen ICS-Tieren nahm die 
Mitochondriengröße im M. gastrocnemius um 63,5 % und im M. soleus um 26,8 % zu.  
Diese Ergebnisse bestätigen bereits beschriebene Veränderungen in der 
Skelettmuskulatur von FMS-Patienten und deuten darauf hin, dass durch ICS vor allem 
im M. gastrocnemius männlicher Tiere atrophische Prozesse einsetzen, die zu einer 
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verminderten Muskelfaserquerschnittsfläche führen. An diesem Vorgang scheinen die 
beiden E3-Ubiquitin-Ligasen MuRF1 und Fbxo32 beteiligt zu sein. Diese Prozesse 
scheinen in der Skelettmuskulatur weiblicher Tiere erst später einzusetzen. Die 
Verringerung der Kapillarisierung der Skelettmuskulatur männlicher ICS-Tiere weist 
darauf hin, dass ICS die Verteilung von Sauerstoff und Nährstoffen hin zu den 
Muskelfasern und den Abtransport von Stoffwechselprodukten reduziert. Dies könnte 
das Auftreten von Schmerzen und Fatigue nach Belastung bei FMS-Patienten erklären. 
Weiterhin wurden auch die Mitochondrien besonders im M. gastrocnemius männlicher 
Tiere in Hinblick auf Anzahl, Größe und Morphologie durch ICS beeinflusst. Wir gehen 
davon aus, dass die zahlenmäßigen und morphologischen Veränderungen der 
Mitochondrien zu einem Funktionsverlust der Mitochondrien führen könnten. Dieser 
könnte seinerseits zu einer Verminderung der oxidativen Kapazität der 
Skelettmuskulatur und zur Atrophie von Muskelfasern führen.  
Die hier vorgestellten Ergebnisse deuten darauf hin, dass in künftigen Untersuchungen 
zum FMS mittels ICS-Mausmodell vor allem der M. gastrocnemius männlicher Tiere 
analysiert werden sollte, da hier die ICS-induzierten Veränderungen früher und 
deutlicher als bei weiblichen Tieren eingesetzt haben. Zur weiteren Evaluation 
mitochondrialer Funktionsstörungen sollte der Metabolismus, im Speziellen die 
phosphathaltigen Energieträger ATP und Kreatinphosphat wie auch der Lactat- und 
Pyruvatgehalt, in der Sklettmuskulatur von ICS-Tieren untersucht und quantifiziert 
werden. Darüberhinaus sollten oxidative und antioxidative Parameter in der 
Skelettmuskulatur von ICS-Tieren bestimmt werden, um die Pathophysiologie des FMS 
weiter zu erforschen. Ebenso sollte die Proteinexpression von IL-6 und TNF sowie die 
Invasion von CD68+-Zellen in der Skelettmuskulatur von männlichen ICS-Tieren 
genauer untersucht werden. 
Auch sollte der Zusammenhang von proinflammatorischen bzw. Atrophie-relevanten 
Markern und der Muskelfaserquerschnittsfläche bzw. der Faserdichte ebenfalls in der 
Skelettmuskulatur von FMS-Patienten untersucht werden. Bei entsprechender 
klinischer Datenlage könnten die in dieser Arbeit gefundenen Ergebnisse deshalb zu 
neuen therapeutischen Interventionsmöglichkeiten führen. 
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6 Summary 
Fibromyalgia syndrome (FMS) is a chronic pain disorder with unknown etiology. It is 
characterized by widespread musculoskeletal pain in different regions of the body. 
Furthermore, it is often accompanied by back pain, fatigue, sleep disturbances, 
paresthesias, morning stiffness or depressions. In Germany FMS is allowed to be 
diagnosed either according to the criteria for classification of fibromyalgia established 
by the American College of Rheumatology (ACR) in 1990 or according to the 
preliminary diagnostic criteria by the ACR in 2010 or according to the symptom-based 
S3-guideline by the Association of the Medical Scientific Societies in Germany (AWMF). 
The prevalance of FMS in the USA is 2 % for both sexes with dominance of the female 
sex (3,4 % for women and 0,5 % for men). There are various different approaches to 
the etiopathogenesis of FMS. On the one hand, structural, morphological as well as 
metabolic changes in the skeletal muscles could induce the symptoms of FMS. On the 
other hand, an imbalance between pro- and anti-inflammatory cytokines, oxidative 
stress, mitochondrial dysfunction or an altered central pain processing could be the 
causes of FMS.  
In the present study we used the mouse modell of FMS using intermittent cold stress 
(ICS). The aim of this study was to investigate how ICS affects skeletal muscles (M. 
gastrocnemius and M. soleus) of male and female mice. For this purpose we made use 
of (immun)histochemical stainings, molecular biological techniques and transmission 
electron microscopy for revealing changes in the morphology, capillarization and 
angiogenesis, content of glycogen, inflammation, atrophy, apoptosis, innervation and 
mitochondria of skeletal muscles. However, the results are limited through a lack of 
nociception tests after ICS-treatment and in control mice. So we can´t evaluate ICS-
induced changes in the pain threshold between ICS and control mice.  
There was a 21,6 % and 33,2 % decrease in fiber cross sectional area (FCSA) in 
gastrocnemius/soleus and a 22,9 % and 9,4 % increase in fiber density in the male ICS 
mice in gastrocnemius/soleus. These changes are found especially in gastrocnemius of 
male ICS mice. In addition, a 12,5 % and 11,8 % decrease of the capillary contacts per 
fiber exists in gastrocnemius and soleus muscles of male ICS mice in comparison with 
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the control. Furthermore, Vegfa, Vegfb, Notch1 and Notch3 expressions (RNA level) 
were decreased in gastrocnemius und soleus muscles of male ICS mice.  
Gastrocnemius and soleus muscles of male ICS mice show an 14,7 % and 29,7 % 
increase of density of MuRF1+ cells and an 17,7 % and 8,9 % increase of density of 
Fbxo32+ cells, whereas in female ICS mice MuRF1 expression and Fbxo32 expression 
(RNA level) were increased in these muscles. In contrast, the densities of MuRF1+ and 
Fbxo32+ cells were not increased in female ICS mice.  
There is evidence, that in gastrocnemius (only consisting of type IIa fibers) of male ICS 
mice inflammation and/or atrophy-relevant proteins seem to be associated with the 
regulation of fiber density and/or FCSA. 
In contrast, apoptosis and innervation seem not to be influenced by ICS.  
Furthermore, there was a 17,6 % and 7,9 % decrease of density of mitochondria in 
gastrocnemius and soleus of male ICS mice in comparison with control. Additionally, 
ICS affected the morphology of mitochondria negatively in gastrocnemius and soleus 
muscles of male, but also in female mice. In gastrocnemius muscles there was a 
significant 30,7 % increase of “damaged” mitochondria in male ICS mice and a 
significant 22,5 % increase in female ICS mice in comparison with the control. Morover, 
in soleus muscles there was a significant 16,9 % increase of “damaged” mitochondria 
in male ICS mice and a significant 31,1 % increase in female ICS mice in comparison 
with the control.  
In male ICS mice the size of mitochondria showed an 63,5 % and 26,8 % increase in 
gastrocnemius and soleus muscles in comparison with the control.  
These results confirm already described findings in skeletal muscles of FMS patients. 
They suggest that ICS induces atrophic processes especially in gastrocnemius of male 
ICS mice, which leads to a decreased FCSA. The two muscle-specific E3 ubiquitin ligases 
MuRF1 and Fbxo32 seem to be involved in these processes. In skeletal muscles of 
female mice ICS-induced alterations seem to occur not at all or delayed. The decrease 
in capillarization of skeletal muscles in male ICS mice points to a reduced distribution 
of oxygen and nutritive substances to muscle fibers and to a decreased evacuation of 
end products of the metabolism. These changes could explain the pain and the 
postexertional fatigue in FMS patients. In addition to the described results, 
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mitochondrial alterations seem to be induced by ICS especially in gastrocnemius 
muscle of male mice. The present results suggest that the numerical and 
morphological mitochondrial abnormalities lead to an impaired mitochondrial 
function. This could not only lead to a loss of oxidative capacity but also to an atrophy 
of muscle fibers.  
We recommend for future research on FMS using ICS to prefer gastrocnemius muscle 
of male ICS mice because the ICS-induced alterations in male mice begin earlier and 
more clearly than in female mice. Moreover, in further research there should be an 
observance of the metabolism of the skeletal muscles for clearing mitochondrial 
disorders. Especially the concentrations of adenosine triphosphate (ATP) and 
phosphocreatinine as well as the concentrations of lactate and pyruvate should be 
investigated and quantified in skeletal muscles of ICS mice. Furthermore, there should 
be research on oxidative and anti-oxidative parameters in the skeletal muscles of ICS 
mice for further research on the pathophysiology of FMS. Additionally, the protein 
expression of IL-6 and TNF as well as a potential invasion of CD68+ cells in skeletal 
muscle of male ICS mice should be taken into consideration. 
Moreover, the correlation between inflammation and/or atrophy-relevant proteins 
and fiber density and/or FCSA should be tested in skeletal muscles of FMS patients. 
Presuming appropriate clinical data, the results of this dissertation might open novel 
possibilities for therapeutic intervention. 
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Anhang 
Anhang A: Diagnosekriterien des Fibromyalgie-Syndroms 
1. History of widespread pain. 
Definition. Pain is widespread when all of the following are present: pain in the left side of the 
body, pain in the right side of the body, pain above the waist, and pain below the waist. In 
addition, axial skeletal pain (cervical spine or anterior chest or thoracic spine or low back) 
must be present. In this definition, shoulder and buttock pain is considered as pain for 
each involved side. “Low back” pain is considered lower segment pain. 
2. Pain in 11 of 18 tender point sites on digital palpation. 
Definition. Pain, on digital palpation, must be present in at least 11 of the following 18 tender 
point sites:  
Occiput: bilateral, at the suboccipital muscle insertions. 
Low cervical: bilateral, at the anterior aspects of the intertransverse spaces at C5-C7. 
Trapezius: bilateral, at the midpoint of the upper border. 
Supraspinatus: bilateral, at origins, above the scapula spine near the medial border.  
Second rib: bilateral, at the second costochondral junctions, just lateral to the junctions 
on upper surfaces. 
Lateral epicondyle: bilateral, 2 cm distal to the epicondyles.  
Gluteal: bilateral, in upper outer quadrants of the buttocks in anterior fold of muscle. 
Greater trochanter: bilateral, posterior to the trochanteric prominence.  
Knee: bilateral, at the medial fat pad proximal to the joint line.  
 
Digital palpation should be performed with an approximate force of 4kg. 
For a tender point to be considered “positive” the subject must state that the palpation was 
painful. “Tender” is not to be considered “painful”.  
*  For classification purpose, patients will be said to have fibromyalgia if both criteria are satisfied. 
Widespread pain must have been present for at least 3 months. The presence of a second clinical 
disorder does not exclude the diagnosis of fibromyalgia.  
Anhang A-1: Kriterien zur Klassifikation der Fibromyalgie vom American College of Rheumatology aus dem Jahre 
1990 * (aus: Wolfe et al., 1990). 
  




A patient satisfies diagnostic criteria for fibromyalgia if the following 3 conditions are met: 
1)  Widespread pain index (WPI) ≥ 7 and symptom severity (SS) scale score ≥ 5 or WPI 3-6 and SS scale 
score ≥ 9. 
2)  Symptoms have been present at a similar level for at least 3 months. 
3)  The patient does not have a disorder that would otherwise explain the pain. 
Ascertainment 
1)  WPI: note the number areas in which the patient has had pain over the last week. In how many 
areas has the patient had pain? Score will be between 0 and 19. 
Shoulder girdle, left Hip (buttock, trochanter), left Jaw, left Upper back 
Shoulder girdle, right Hip (buttock, trochanter), right Jaw right Lower back 
Upper arm, left Upper leg, left Chest Neck 
Upper arm, right Upper leg, right Abdomen  
Lower arm, left Lower leg, left   
Lower arm, right Lower leg, right   
2)  SS scale score: 
Fatigue 
Waking unfreshed 
Cognitive symptoms  
For the each of the 3 symptoms above, indicate the level of severity over the past week using the 
following scale: 
0 = no problem 
1 = slight or mild problems, generally mild or intermittent 
2 = moderate, considerable problems, often present and/or at a moderate level 
3 = severe: pervasive, continuous, life-disturbing problems 
Considering somatic symptoms in general, indicate whether the patient has: * 
0 = no symptoms 
1 = few symptoms 
2 = a moderate number of symptoms  
3 = a great deal of symptoms 
The SS scale score is the sum of the severity of the 3 symptoms (fatigue, waking unfreshed, cognitive 
symptoms) plus the extent (severity) of somatic symptoms in general. The final score is between 0 and 
12. 
* Somatic symptoms that might be considered: muscle pain, irritable bowel syndrome, 
fatigue/tiredness, thinking or remembering problem, muscle weakness, headache, pain/cramps in the 
abdomen, numbness/tingling, dizziness, insomnia, depression, constipation, pain in the upper 
abdomen, nausea, nervousness, chest pain, blurred vision, fever, diarrhea, dry mouth, itching, 
wheezing, Raynaud´s phenomenon, hives/welts, ringing in ears, vomiting, heartburn, oral ulcers, loss 
of/change in taste, seizures, dry eyes, shortness of breath, loss of appetite, rash, sun sensitivity, hearing 
difficulties, easy bruising, hair loss, frequent urination, painful urination, and bladder spasms. 
Anhang A-2: Die vorläufigen Diagnosekritierien der Fibromyalgie vom American College of Rheumatology aus dem 
Jahre 2010 (aus: Wolfe et al., 2010).   
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AWMF-Kriterien für die klinische Diagnose des FMS 
Obligates Hauptsymptom Chronic widespread pain nach ACR 1990-Kriterien 
Obligate weitere Symptome Müdigkeit (körperlich und/oder geistig) und 
Schlafstörungen und/oder nicht erholsamer Schlaf 
und Schwellungs- und/oder Steifigkeitsgefühl Hände und/oder Füße 
und/oder Gesicht 
Ausschlussdiagnostik Ausschluss einer körperlichen Erkrankung, welche das typische 
Symptommuster ausreichend erklärt 
Anhang A-3: AWMF-Kriterien für die klinische Diagnose des FMS (aus: Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen 
Medizinischen Fachgesellschaften, 2012).   
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Anhang B: M. gastrocnemius 
 
Anhang B-1: Kapillarisierung im M. gastrocnemius. Die Daten zeigen Mittelwerte + SEM. Kontrolle männlich: n=9, 


































Anhang B-2: Exemplarische Querschnitte des M. gastrocnemius nach ATPase-Färbung. (A): Männliche Kontrolle. (B): 
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Anhang B-3: Anteil der verschieden gefärbten (ungefärbt bzw. hell/mittel/dunkel) Fasern an der Gesamtfaserzahl 
(in %) nach PAS-Färbung im M. gastrocnemius. (A). Männliche Tiere. (B): Weibliche Tiere. Die Daten zeigen Mittel-
werte + SEM. Kontrolle männlich: n=7, ICS männlich: n=9, Kontrolle weiblich: n=8, ICS weiblich: n=9. 
 
 
Anhang B-4: Exemplarische Querschnitte des M. gastrocnemius nach PAS-Färbung. (A): Männliche Kontrolle. (B): 
Männliche ICS-Maus. (C): Weibliche Kontrolle. (D) Weibliche ICS-Maus. Dunkle Fasern (weiße Pfeile), mittlere Fasern 
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Anhang B-5: Exemplarische Querschnitte des M. gastrocnemius nach Färbung mit anti-IL-1β-Antikörpern (schwarze 
Pfeile) und Kernfärbung mit Hoechst 33342 (blau). (A): IL-1β-Färbung des M. gastrocnemius einer männlichen Kon-
trolle und (B) Kernfärbung. (C): IL-1β-Färbung des M. gastrocnemius einer männlichen ICS-Maus und (D) Kernfär-
bung. (E): IL-1β-Färbung des M. gastrocnemius einer weiblichen Kontrolle und (F) Kernfärbung. (G): IL-1β-Färbung 
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Anhang B-6: IL-1β im M. gastrocnemius. (A): Dichte IL-1β+-Zellen (n/mm²) im M. gastrocnemius. Die Daten zeigen 
Mittelwerte + SEM. Kontrolle männlich: n=9, ICS männlich: n=9, Kontrolle weiblich: n=8., ICS weiblich: n=9. (B): 
Relative Expression (qRT-PCR) des IL-1β-Gens im M. gastrocnemius von männlichen/weiblichen ICS- bzw. Kontroll-
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Anhang B- 7: Exemplarische Querschnitte des M. gastrocnemius nach Färbung mit anti-COX-2-Antikörpern (schwar-
ze Pfeile), BSI-Lectin (grün) und Kernfärbung mit Hoechst 33342 (blau). (A): COX-2-Färbung des M. gastrocnemius 
einer männlichen Kontrolle und (B) Kern- und Kapillarfärbung. (C): COX-2-Färbung des M. gastrocnemius einer 
männlichen ICS-Maus und (D) Kern- und Kapillarfärbung. (E): COX-2-Färbung des M. gastrocnemius einer weiblichen 
Kontrolle und (F) Kern- und Kapillarfärbung. (G): COX-2-Färbung des M. gastrocnemius einer weiblichen ICS-Maus 
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(B): Anteil der COX-2
+
-Kapillaren an der Gesamtkapillaranzahl (in %). Die Daten zeigen Mittelwerte + SEM. Kontrolle 
männlich: n=9, ICS männlich: n=9, Kontrolle weiblich: n=8, ICS weiblich: n=9. (C): Relative Expression (qRT-PCR) des 
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Anhang B-9: Exemplarische Querschnitte des M. gastrocnemius nach Färbung mit anti-MIF-Antikörpern (schwarze 
Pfeile) und Kernfärbung mit Hoechst 33342 (blau). (A): MIF-Färbung des M. gastrocnemius einer männlichen Kon-
trolle und (B) Kernfärbung. (C): MIF-Färbung des M. gastrocnemius einer männlichen ICS-Maus und (D) Kernfärbung. 
(E): MIF-Färbung des M. gastrocnemius einer weiblichen Kontrolle und (F) Kernfärbung. (G): MIF-Färbung des M. 
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Anhang B-10: Exemplarische Querschnitte des M. gastrocnemius nach Färbung mit anti-CD68-Primärantikörpern 
(schwarze Pfeile). (A): Männliche Kontrolle. (B): Männliche ICS-Maus. (C): Weibliche Kontrolle. (D): Weibliche ICS-
Maus. Zellkerne sind durch Hämatoxylin (blau) gefärbt. Originalvergrößerung: x200. 
 
 
Anhang B-11: CD68 im M. gastrocnemius. (A): Dichte CD68
+
-Zellen (n/mm²). Die Daten zeigen Mittelwerte + SEM. 
Kontrolle männlich: n=7, ICS männlich: n=7, Kontrolle weiblich: n=8, ICS weiblich: n=8. (B): Relative Expression (qRT-









































































Anhang B-12: Relative Expression (qRT-PCR) von Apoptose-relevanten Genen im M. gastrocnemius von männli-











































M.    gastrocnemius,
männlich





























































Anhang B-13: Exemplarische Querschnitte des M. gastrocnemius nach α-Bungarotoxin-Färbung zur Darstellung 
motorischer Endplatten (schwarze Pfeile). (A): Männliche Kontrolle. (B): Männliche ICS-Maus. (C): Weibliche Kon-
trolle. (D): Weibliche ICS-Maus. Zellkerne sind durch Hämatoxylin (blau) gefärbt. Originalvergrößerung: x100. 
 
 
Anhang B-14: Motorische Endplatten (n/Muskelfaser) im M. gastrocnemius. Die Daten zeigen Mittelwerte + SEM. 
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Anhang C: M. soleus 
 
Anhang C-1: Kapillarisierung im M. soleus. Die Daten zeigen Mittelwerte + SEM. Kontrolle männlich: n=7, ICS männ-




























Anhang | XXXIII 
 
Anhang C-2: Anteil der verschiedenen Muskelfasertypen an der Gesamtfaseranzahl (in %) im M. soleus nach ATPa-
se-Färbung. (A): Männliche Tiere. (B): Weibliche Tiere. Die Daten zeigen Mittelwerte + SEM. Kontrolle männlich: 
n=7, ICS männlich: n=7, Kontrolle weiblich: n=8, ICS weiblich: n=9.  
 
 
Anhang C 3: Exemplarische Querschnitte des M. soleus nach ATPase-Färbung. (A): Männliche Kontrolle. (B): Männli-
che ICS-Maus. (C): Weibliche Kontrolle. (D) Weibliche ICS-Maus. Fasertyp I (weiße Pfeile), Fasertyp IIa (weiße Pfeil-
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Anhang C-4: Anteil der verschieden gefärbten (ungefärbt bzw. hell/mittel/dunkel) Fasern an der Gesamtfaserzahl 
(in %) nach PAS-Färbung im M. soleus. (A). Männliche Tiere. (B): Weibliche Tiere. Die Daten zeigen Mittelwerte + 
SEM. Kontrolle männlich: n=7, ICS männlich: n=8, Kontrolle weiblich: n=8, ICS weiblich: n=9. 
 
 
Anhang C-5: Exemplarische Querschnitte des M. soleus nach PAS-Färbung. (A): Männliche Kontrolle. (B): Männliche 
ICS-Maus. (C): Weibliche Kontrolle. (D) Weibliche ICS-Maus. Dunkle Fasern (weiße Pfeile), mittlere Fasern (schwarze 
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Anhang C-6: Exemplarische Querschnitte des M. soleus nach Färbung mit anti-IL-1β-Antikörpern (schwarze Pfeile) 
und Kernfärbung mit Hoechst 33342 (blau). (A): IL-1β-Färbung des M. soleus einer männlichen Kontrolle und (B) 
Kernfärbung. (C): IL-1β-Färbung des M. soleus einer männlichen ICS-Maus und (D) Kernfärbung. (E): IL-1β-Färbung 
des M. soleus einer weiblichen Kontrolle und (F) Kernfärbung. (G): IL-1β-Färbung des M. soleus einer weibliches ICS-









Anhang C-7: Dichte IL-1β+-Zellen (n/mm²) im M.soleus. Die Daten zeigen Mittelwerte + SEM. Kontrolle männlich: 































Anhang C-8: Anteil COX-2
+
-Kapillaren an der Gesamtkapillaranzahl (in %) im M. soleus. Die Daten zeigen Mittelwer-
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Anhang C-9: Exemplarische Querschnitte des M. soleus nach Färbung mit anti-COX-2-Antikörpern (schwarze Pfeile), 
BSI-Lectin (grün) und Kernfärbung mit Hoechst 33342 (blau). (A): COX-2-Färbung des M. soleus einer männlichen 
Kontrolle und (B) Kern- und Kapillarfärbung. (C): COX-2-Färbung des M. soleus einer männlichen ICS-Maus und (D) 
Kern- und Kapillarfärbung. (E): COX-2-Färbung des M. soleus einer weiblichen Kontrolle und (F) Kern- und Kapil-










Anhang C-10: Beispielaufnahmen mit dem FluoView FV1000 Konfokalmikroskop im M. soleus. (A): Kernfärbung mit 
Hoechst 33342 (blau). (B): Biotinyliertes Lectin mit Cy2-konjugiertem Streptavidin zur Kapillardarstellung (grün). (C): 
Anti-COX-2 mit Cy3-konjugierten Sekundärantikörpern (rot). (D)-(I): Beispiele der Doppelfärbung mit Hoechst 33342 
(blau), biotinyliertem Lectin mit Cy2-konjugiertem Streptavidin (grün) und anti-COX-2 mit Cy3-konjugierten Sekun-
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Anhang C-11: Exemplarische Querschnitte des M. soleus nach Färbung mit anti-MIF-Antikörpern (schwarze Pfeile) 
und Kernfärbung mit Hoechst 33342 (blau). (A): MIF-Färbung des M. soleus einer männlichen Kontrolle und (B) 
Kernfärbung. (C): MIF-Färbung des M. soleus einer männlichen ICS-Maus und (D) Kernfärbung. (E): MIF-Färbung des 
M. soleus einer weiblichen Kontrolle und (F) Kernfärbung. (G): MIF-Färbung des M. soleus einer weiblichen ICS-









Anhang C-12: Exemplarische Querschnitte des M. soleus nach Färbung mit anti-CD68-Primärantikörpern (schwarze 
Pfeile) im M. soleus. (A): Männliche Kontrolle. (B): Männliche ICS-Maus. (C): Weibliche Kontrolle. (D): Weibliche ICS-
Maus. Zellkerne sind durch Hämatoxylin (blau) gefärbt. Originalvergrößerung: x200. 
 
 
Anhang C-13: CD68 im M. soleus. (A): Dichte CD68
+
-Zellen (n/mm²). Die Daten zeigen Mittelwerte + SEM. Kontrolle 
männlich: n=7, ICS männlich: n=8, Kontrolle weiblich: n=8, ICS weiblich: n=8. (B): Relative Expression (qRT-PCR) des 
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Anhang C-14: Relative Expression (qRT-PCR) des TNF-Gens im M. soleus von männlichen/weiblichen ICS- bzw. Kon-

















































Anhang C-15: Relative Expression (qRT-PCR) von Apoptose-relevanten Genen im M. soleus von männli-
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Anhang C-16: Exemplarische Querschnitte des M. soleus nach α-Bungarotoxin-Färbung zur Darstellung motorischer 
Endplatten (schwarze Pfeile). (A): Männliche Kontrolle. (B): Männliche ICS-Maus. (C): Weibliche Kontrolle. (D): Weib-
liche ICS-Maus. Zellkerne sind durch Hämatoxylin (blau) gefärbt. Originalvergrößerung: x100. 
 
 
Anhang C-17: Motorische Endplatten (n/Muskelfaser) im M soleus. Die Daten zeigen Mittelwerte + SEM. Kontrolle 
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